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Kurzreferat
Bakterielle Zellhüllenproteine (S-Layer) können als formgebende Muster für die
bottom-up Materialsynthese Verwendung finden. Auf S-Layern von Bacillus sphae-
ricus und Sporosarcina ureae lassen sich nasschemisch Platin- bzw. Palladium-
cluster abscheiden, die sich durch ihren gleichmäßig geringen Durchmesser und
ihre hohe laterale Dichte auszeichnen. Am Beginn der vorliegenden Arbeit steht
die Charakterisierung des Proteintemplates, welches grundlegenden Einfluss auf
die sich bildenden Edelmetallcluster hat. Die Topographie der S-Layeroberfläche
wird atomkraftmikroskopisch untersucht. Durch Photoemissions- und NEXAFS-
Spektroskopie werden Aussagen zur elektronischen Struktur des Proteins ge-
wonnen, die nach entsprechender Interpretation Erklärungen für das Verhalten
des Proteintemplates liefern. Daneben sind Syntheseparameter ausschlaggebend
für das Erscheinungsbild des dispersen Metalls. Insbesondere der Einfluss des
Reduktionsmittels auf die Clustergröße wird elektronenmikroskopisch und durch
Kleinwinkelstreuung untersucht. Die katalytische Aktivität von auf γ-Al2O3 und
SiC immobilisierten metallisierten S-Layern für die Oxidation ausgewählter Koh-
lenwasserstoffe und Kohlenmonoxid wird bestimmt. Außerdem werden Verfahren
zur Erzeugung von Gold- und Silberclustern auf S-Layern vorgestellt.
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Meinen Dank möchte ich denjenigen aussprechen, die an der Korrektur des Ma-
nuskripts beteiligt waren. Neben einigen schon genannten ist das Frau Dipl.-Biol.
Doreen Naumburger.
Die Arbeit wurde im Rahmen des Projektes BIOKADS vom Bundesministerium
für Bildung und Forschung finanziell unterstützt.
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Kapitel 1
Einleitung
Die kontrollierte Organisation von Materie, ausgehend von ihrem molekularem
Niveau, verspricht eine noch unüberschaubare Anzahl neuartiger Materialeigen-
schaften. Vielfältige Anstrengungen, Strukturen mit typischen Abmessungen weit
unter einem Mikrometer zu erzeugen, haben in den letzten Jahrzehnten zur
sprunghaften Entwicklung leistungsfähiger Rechentechnik, aber auch zur Ent-
deckung von größenabhängigen Quanteneffekten geführt. Ein Ende dieses Trends
ist noch nicht abzusehen. Immer noch gilt das vom amerikanischen Nobelpreis-
träger Richard Feynman schon im Jahre 1959 geprägte Motto:
”
There is much
room at the bottom“- es ist viel Platz da unten auf molekularem Größenmaßstab.
Die Herstellung und Charakterisierung von Strukturen, die auf der Größen-
skala zwischen einzelnen Molekülen (10−10 ... 10−9 m) und den in der Mikro-
elektronik gegenwärtig erreichbaren ∼ 10−7 m anzusiedeln sind, ist ein aktuelles
und spannendes Arbeitsgebiet. Die grundlegende Herausforderung besteht in der
Entwicklung von Techniken, die derartige Strukturen erzeugen können und da-
bei gleichzeitig zuverlässig, robust und kostengünstig sind. Eine vielversprechen-
de Strategie für die Herstellung von Nanostrukturen ist die templatgesteuerte
bottom-up Synthese.
Bottom-up beschreibt den Aufbau von Gebilden aus kleineren Untereinhei-
ten wie beispielsweise aus einzelnen Molekülen. Dies unterscheidet sich von der
traditionell praktizierten, als top-down bezeichneten Herangehensweise, bei der
makroskopische Bauteile nachträglich strukturiert werden. Gängige Verfahren der
top-down Strategie sind beispielsweise Masken- und Strahltechnologien.
Als Templat wird eine Struktur bezeichnet, die als formgebendes Muster fun-
giert. Die Verwendung von Bestandteilen lebender Zellen als Templat verbindet
die Synthese anorganischer Nanostrukturen vorteilhaft mit der Fähigkeit von Bio-
molekülen zur Selbstorganisation und molekularen Erkennung [1].
Zur Nanostrukturierung von Oberflächen eignen sich naturgemäß zweidimen-
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sionale Template. Ein derartiges Templat sind bakterielle Oberflächenproteine.
Sie sind als Proteinschicht auf der Zellwand vieler Bakterien und Archea [2, 3, 4, 5]
zu finden. Bakterielle Oberflächenproteine, auch kurz S-Layer für surface layer
genannt, treten wie die sie bildenden Zellen in einer Vielfalt von Morphologien
auf. Der Verwendung der S-Layer als Templat liegt ihre Kristallinität in zwei
Dimensionen zugrunde. Diese bringt eine sich wiederholende Topographie der
Oberfläche wie auch die periodische Modulation der physikochemischen Eigen-
schaften mit sich. Die vorangegangenen Arbeiten zur Synthese von Nanopartikeln
auf bakteriellen Oberflächenproteinen können in drei Gruppen eingeteilt werden:
Das Templat kann zur Assemblierung vorhandener Nanopartikel genutzt wer-
den. Beispielweise ist es möglich, die spontane Selbstorganisation kolloidaler Gold-
partikel auf dem Protein entsprechend dessen Gittersymmetrie zu beobachten [6].
Die Assoziation der metallischen Nanopartikel mit dem Templat beruht dabei auf
elektrostatischer Wechselwirkung.
Werden keine zuvor gebildeten Nanopartikel verwendet, so können diese mit-
tels eines Keimbildungs- und Keimwachstumsprozesses auf dem Templat erzeugt
werden. Dieser Vorgang wird als heterogene Nukleation bezeichnet. In vielen
Fällen konnte nachgewiesen werden, dass die Cluster in Porenräumen des S-
Layers wachsen. Der S-Layer fungiert somit als Kompartment für eine künst-
liche Mineralisation. Die chemischen Details der Synthese variieren stark. Eine
Gemeinsamkeit besteht im ersten Schritt in der Anbindung von Ionen beziehungs-
weise Komplexen aus wässriger Lösung an das Protein. Diese können danach mit
einer zweiten Ausgangsverbindung aus der Gasphase reagieren, um beispielswei-
se CdS-Partikel zu bilden [7]. Im Falle angebundener Metallkomplexe besteht die
Möglichkeit, diese durch hochenergetische Elektronen zu metallischem Gold [8],
Platin oder Palladium [9] zu reduzieren. Die Nanopartikel bilden sich hierbei erst
im Elektronenstrahl. Demonstriert wurde ferner, dass die direkte Zugabe eines
geeigneten chemischen Reduktionsmittels zur wässrigen Lösung die Clusterbil-
dung schon in Lösung bewirkt. Eine derartige Synthese kann sowohl in Hinblick
auf die Reaktionsbedingungen, als auch auf Grund des hohen Grades der Selbst-
organisation als biomimetisch bezeichnet werden. Auf diese Art können geordnete
Arrays von Platinclustern mit sehr uniformen Durchmessern von ungefähr 2 m
und einer Strukturdichte von 4 x 1012 cm−2 hergestellt werden [10, 11].
Ein dritter Verfahrensweg besteht in der Gasphasenabscheidung auf das Tem-
plat. Das Material zur Strukturbildung wird über Vakuumverdampfung, Sputtern
oder Laserdeposition [12] aufgebracht.
Insbesondere die Möglichkeit, über templatgesteuerte Mineralisation stabili-
sierte, hochdisperse Edelmetalle herzustellen, drängt die Frage auf, ob es möglich
ist, dieses Potential einer sehr großen spezifischen Oberfläche und der definierten
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räumlichen Verteilung in eine hohe katalytische Aktivität umzusetzen. Die vor-
liegende Arbeit beschäftigt sich vorallem mit den dazu notwendigen Grundlagen,
umfasst aber auch erste Untersuchungen zu den katalytischen Eigenschaften me-
tallisierter S-Layer für einige chemische Reaktionen. Die Ergebnisse wurden in
die Themenkomplexe Templat, templatgesteuerte Synthese von Edelmetallclu-
stern und deren Eigenschaften gegliedert:
Kapitel 3 befasst sich mit neuartigen Untersuchungen am Templat S-Layer
von Bacillus sphaericus NCTC 9602. Die Immobilisierung auf Oberflächen als
Grundlage der meisten Analysemethoden und Anwendungen wurde untersucht.
Darauffolgend konnte die Oberfläche des S-Layers von Bacillus sphaericus mit
Rasterkraftmikroskopie hochauflösend abgebildet werden. Da der S-Layer nicht
nur für die Strukturbildung der Clusterarrays verantwortlich ist, sondern auch die
Eigenschaften der Metall-Protein-Hybridstruktur beeinflusst, ist die experimen-
telle Bestimmung der elektronischen Struktur des S-Layers von Bacillus sphaeri-
cus ein wichtiger Schritt in Richtung maßgeschneiderter Eigenschaften und damit
neuer Anwendungen.
Ebenfalls von grundlegender Natur ist die in Kapitel 4 behandelte Bildung
von Edelmetallclustern auf den S-Layern von Bacillus sphaericus und Sporosar-
cina ureae ATCC 13881. Der wichtige Punkt hierbei ist, dass die Versuche erst-
mals über den Labormaßstab im Mikrogramm-Bereich hinausgingen. Es wurde
die Reduktion mit verschiedenen Reagenzien untersucht und verglichen. Hinzu
kommen Messungen mit Kleinwinkelstreuung, welche im Gegensatz zur bisher
ausschließlich verwendeten Abbildung im Transmissionselektronenmikroskop ei-
ne über große Volumenbereiche gemittelte Aussage erlauben. Mit der Herstellung
von Goldclustern am Templat S-Layer und von Silberclustern über das Wachstum
herkömmlich erzeugter Palladiumkeime wurde ebenfalls Neuland betreten.
Der dritte Themenkomplex, ausgeführt in Kapitel 5, umfasst die Anwen-
dung der biomimetisch synthetisierten Platincluster zur katalytischen Oxidati-
on von Kohlenwasserstoffen und Kohlenmonoxid. Diese Katalysereaktionen ha-
ben immense Bedeutung für den Schutz der Umwelt vor schädlichen Produkten
von Verbrennungsmotoren, aber zukünftig auch für die Nutzung neuer Energie-
quellen. Nach einem kurzen Abriss der Katalysemechanismen wird die Immo-
bilisierung der metallisierten S-Layer auf Aluminiumoxid-Pulver und porösen
Siliziumkarbid-Formkörpern zur Herstellung von Festbettkatalysatoren erklärt.
Im folgenden werden die sich auf diesen technischen Substraten ergebenden ka-
talytischen Eigenschaften beschrieben. Zuletzt sollen Ergebnisse zur thermischen
Stabilität von Platinclustern vorgestellt werden. Diese sind insofern von funda-
mentaler Bedeutung, als dass Oxidationsreaktionen von Kohlenwasserstoffen oft
bei Temperaturen von bis zu 700°C geführt werden.
Kapitel 2
Methoden
2.1 Mikroskopie
Nanostrukturen entziehen sich der direkten Wahrnehmung durch die menschli-
chen Sinne. Die Verwendung moderner Mikroskopieverfahren ist somit unabding-
bar. Als Verfahren mit höchsten Auflösungen bis in den atomaren Bereich hin-
ein hat sich die Transmissionselektronenmikroskopie etabliert. Bei der Analyse
von Oberflächen makroskopischer Proben liefert die Rasterelektronenmikrosko-
pie ebenfalls ein hohes Auflösungsvermögen. Beide Methoden setzen allerdings
während der Untersuchung Hochvakuum voraus, damit es zu keinen Streupro-
zessen der hochenergetischen Elektronen an Gasmolekülen kommt. Eine Beob-
achtung von biologischen Proben in ihrer natürlichen Umgebung, dem wässrigen
Medium, ist nicht möglich. Diese Lücke schließt die Atomkraftmikroskopie.
2.1.1 Transmissionselektronenmikroskopie
Die aus der allgemeinen Wellenoptik abgeleitete theoretisch erreichbare Auflösung
ρ eines optischen Mikroskopes ist derjenige minimale Abstand zweier Objekt-
punkte, die im Bild noch unterscheidbar sind. Die Auflösung ρ folgt der Abbe-
Gleichung
ρ = 0.61 · λ / n · sin α (2.1)
worin λ die Wellenlänge, n der Brechungsindex und α der Öffnungswinkel der
Objektivlinse ist. Dieser limitierende Zusammenhang gilt sowohl für die klassi-
sche Lichtmikroskopie als auch für die Elektronenmikroskopie. Bei Verwendung
von sichtbarem Licht ergibt sich daraus eine maximal erreichbare Auflösung von
∼ 500 nm. Werden statt Photonen beschleunigte Elektronen zur Abbildung ver-
wendet, so ergibt sich deren de-Broglie Wellenlänge λ aus dem Planckschen Wir-
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kungsquantum h, der Masse me und der Ladung e eines Elektrons und der Be-
schleunigungsspannung UB nach
λ = h /
√
2 · me · e · UB . (2.2)
Mit 200 kV beschleunigte Elektronen haben demzufolge eine Wellenlänge von nur
2.74 pm. Auch wenn aufgrund von Linsenfehlern nur sehr geringe Linsenöffnungs-
winkel zugelassen werden, liegt die erreichbare Auflösung von TEM im Bereich
atomarer Abstände.
Der Aufbau eines TEM hat unverkennbare Analogien zum Lichtmikroskop
(Abbildung 2.1). Als Strahlungsquelle fungiert eine Kathode der verschiedenen
Bauarten. Nach der elektrostatischen Beschleunigung der Elektronen wird im
Kondensor eine gleichmäßige Ausleuchtung hergestellt und der Elektronenstrahl
auf die Probe gebündelt. Die Fokussierung übernehmen elektromagnetische Spu-
lensysteme, die in Analogie zur Lichtmikroskopie als Linsen bezeichnet werden.
Nach der Wechselwirkung beim Durchtritt durch die Probe passiert der Strahl
die Objektivlinse. Der nächste Brennpunkt befindet sich im Mittelpunkt der Ob-
jektivblende. Dieses System ist für das Zustandekommen des Bildkontrastes ver-
antwortlich. Durch Projektionslinsen wird das Endbild schließlich auf eine Ge-
samtvergrößerung von bis zu 106 gebracht. Die Bilddetektion erfolgt mit mittels
Fluoreszenzschirm, photographischen Filmen oder elektronischen Kameras.
Abbildung 2.1: Strahlengang eines
Transmissionselektronenmikrosko-
pes [13]
Die TEM-Abbildung beruht auf Streuung der abbildenden Elektronen an der
Probe. Elastische Streuung kommt durch elektrostatische Wechselwirkung der
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Elektronen mit den Atomkernen zustande. Sie steigt mit der Kernladungszahl
an. Das ist der Grund für den sogenannten Streuabsorptionskontrast schwerer
Elemente. Die inelastische Streuung, verbunden mit Energieverlust der abbilden-
den Elektronen, findet dagegen an den Hüllenelektronen der Probe statt [14].
Die Entstehung des Bildkontrastes ist ein komplexer Vorgang. Bei dünnen, aus
leichten Elementen aufgebauten Objekten ist der Informationsgehalt der Elektro-
nenwellen nach Durchgang durch die Probe praktisch ausschließlich in der Modu-
lation der Phase enthalten. Detektoren, die auf Kontraste der Wellenamplituden
angewiesen sind, könnten das Objekt nicht wahrnehmen. Erst ein Zusammenspiel
mehrerer Abbildungsfehler der Objektivlinse und des Defokus führen zu einem
Amplitudenkontrast. Ausgehend von einem Kontrastminimum im Gabor-Fokus
lässt sich bei der Abbildung sogenannter schwacher Phasenobjekte ein kontrast-
reicheres Bild durch Defokussieren im negativen Bereich erzeugen [15].
Die hier beschriebene Übertragung des Phasenkontrastes in einen abbildbaren
Amplitudenkontrast ist auch von der Ortsfrequenz der übertragenen Bildinfor-
mationen abhängig. Für einen festen Defokus werden immer Informationen über
das Objekt mit bestimmten Ortsfrequenzen schlecht oder gar nicht übertragen.
Dieses Wissen ist zur Interpretation von TEM-Bildern und zum Erkennen von
Artefakten hilfreich.
Hauptsächliche Voraussetzung für eine erfolgreiche TEM-Untersuchung ist ei-
ne Probenstärke von wenigen 10nm. Für hochauflösende Abbildungen ist gewöhn-
lich eine noch geringere Dicke optimal. Außerdem ist es vorteilhaft, wenn sich das
Objekt nicht elektrostatisch auflädt und gegen Strahlenschäden möglichst resi-
stent ist [16]. Die Untersuchung von biologischen Objekten, wie dem S-Layer,
bringt einige Besonderheiten mit sich. Von Vorteil ist, dass eine aufwändige
Präparation einer abgedünnten Probe vermieden werden kann. Die S-Layer müssen
dazu nur aus wässriger Lösung auf kommerziell erhältlichen TEM-Netzchen ab-
geschieden werden, die mit einem dünnen Film von amorphem Kohlenstoff be-
schichtet sind. Da Proteine aus leichten Elementen aufgebaut sind, stellen native
S-Layer für den Elektronenstrahl reine Phasenobjekte dar. Durch Einbettung
in Schwermetallverbindungen (Negativstain) oder Bedampfen mit Metallen kann
hier ein Bildkontrast erzeugt werden. Im Falle von metallisierten S-Layern kann
darauf verzichtet werden. Zwar bleibt das Protein selbst unsichtbar, aber die
Metallcluster liefern genügend Kontrast.
2.1.2 Rasterelektronenmikroskopie
Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird ein stark fokussierter Elektronenstrahl
zeilenweise über das zu untersuchende Objekt bewegt. Die Probe wird so Punkt
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für Punkt abgetastet, die Emission von Elektronen verschiedener Energien de-
tektiert und erst auf dem Bildschirm zu einem Abbild der Objektoberfläche zu-
sammengesetzt. Diese Mikroskopieform erfordert keine dünnen durchstrahlbaren
Proben. Eine gewisse elektrische Leitfähigkeit ist von Vorteil, um elektrostatische
Aufladungen zu vermeiden. Aufladungen können jedoch auch durch aufgedampfte
dünne Schichten von Kohlenstoff oder Metall vermieden werden.
Die Wechselwirkung der Primärelektronen (PE) mit dem Festkörper sind viel-
gestaltig. Das einfallende PE kann mehrfach elastisch am Kern oder inelastisch an
der Hülle von Objektelektronen gestreut werden. Den charakteristischen Bereich,
den es dabei erreicht, nennt man
”
Anregungsbirne“. Die Tiefe z und die latera-
le Ausdehnung r dieses Wechselwirkungsvolumens kann mittels zweier empirisch
gefundener Zusammenhänge [17] abgeschätzt werden:
z[µm] = 0.1 · E0[keV ]1.5 / ρ[g/cm3] (2.3)
r[µm] = 0.077 · E0[keV ]1.5 / ρ[g/cm3] . (2.4)
Dabei ist E0 die Energie der beschleunigten Elektronen und ρ die Dichte der
Probe. Beide Werte liegen typischerweise zwischen 1 und 5 µm. Werden PE
durch einen oder mehrere elastische Streuprozesse um mehr als 90° abgelenkt
und können die Oberfläche wieder verlassen, so spricht man von Rückstreuelek-
tronen (RE). Die Energie von RE liegt nur wenig unter der Energie der PE
(Abbildung 2.2). Sie können mit Hilfe des Robinson-Detektors getrennt von nie-
derenergetischen Elektronen aufgenommen werden. Mit RE aufgenommene Bilder
zeigen einen starken Materialkontrast, da die RE-Ausbeuten stark von der Kern-
ladungszahl abhängen. Die erreichbare laterale Auflösung an kompakten Proben
ist jedoch mit der Größe der
”
Streubirne“ verknüpft und liegt kaum unter 1 µm.
Eine wesentlich höhere Auflösung kommt bei der Nutzung von Sekundärelek-
tronen zur Bilddetektion zustande. SE sind niederenergetische Elektronen (E <
50 eV ), die durch inelastische Prozesse von PE und RE freigesetzt werden. Ih-
re freie Weglänge im Festkörper ist sehr gering. Daher kommen die aus der
Festkörperoberfläche emittierten SE nur aus einer maximalen Tiefe von 5 bis
50 nm. Daraus folgt, dass die erreichbare Auflösung bei Abbildung mit SE im
wesentlichen vom Strahldurchmesser bestimmt wird. Möglich sind heutzutage an
geeigneten Proben Auflösungen von unter 10nm. Die Ausbeute an SE ist stark
vom Einfallswinkel der PE und weniger von der Ordnungszahl der Objektatome
abhängig. Geneigte Flächen und speziell Kanten erzeugen einen starken Kon-
trast. Dieser lässt sich weiter durch die Wahl der positiven Vorspannung und der
geometrischen Lage des Detektors beeinflussen. Verbreitet sind Kammerdetekto-
ren vom Everhart-Thornley-Typ sowie axial um die Objektivlinse angeordnete
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Abbildung 2.2: Schema (links) und Energiespektrum (rechts) der durch den
Primärlektronenstrahl hervorgerufenen Elektronenemission im Rasterelektronen-
mikroskop [18].
In-lens-Detektoren. Letztere sind unabdingbar für die Verwendung kleiner Ar-
beitsabstände.
Für die Abbildung biologischer Proben haben sich Niederspannungsgeräte
bewährt. Das hat verschiedene Gründe. Bei hohen Beschleunigungsspannungen
liefern dünne Schichten an der Oberfläche oft nur einen verschwindenden Bei-
trag zum Gesamtkontrast, sie erscheinen daher
’
durchsichtig‘. Eine niedrigere Be-
schleunigungsspannung bedeutet hier geringere Eindringtiefe. Zum zweiten sind
die Strahlenschäden an empfindlichen Proben damit geringer. Wichtiger aber
noch ist ein dritter Effekt: in einem bestimmten Energiefenster, typischerweise
im Bereich zwischen 1 und 10 keV , übersteigt die Anzahl aller emittierten Elek-
tronen die der Primärelektronen. Damit wird die sonst mögliche negative Aufla-
dung der Probe vermieden und selbst schlecht leitende Proben wie beispielsweise
Al2O3 können ohne vorherige Bedampfung abgebildet werden.
S-Layer lassen sich im REM sehr gut abbilden, wenn man sie zuvor auf po-
liertem n-leitendem Silizium adsorbiert und eine Beschleunigungsspannung von
1 kV wählt. Bewährt hat sich die Nutzung des In-lens-Detektors, obwohl auch
mit dem Kammerdetektor akzeptable Ergebnisse erzielt werden. Bei schlechten
Vakuumbedingungen kommt es schnell zu Kontaminationen. Dabei wird voral-
lem Kohlenstoff aus dem Restgas auf die Probe abgeschieden. Diese Schichten
überdecken dann sehr schnell die dünne Proteinschicht und die Abbildung wird
kontrastarm.
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2.1.3 Atomkraftmikroskopie
Die Atomkraftmikroskopie gehört zur Familie der Rastersondenmethoden. Die
Gemeinsamkeit dieser Mikroskopietechniken ist die rasterförmige, punktweise
’
Ab-
tastung‘ der Probenoberfläche mit einer sehr scharfen Spitze. Urform der Raster-
sondenmethoden ist die Rastertunnelmikroskopie, bei der ein elektrischer Tun-
nelstrom zwischen Spitze und Probe gemessen wird. Sie ist zur Untersuchung
biologischer Objekte nicht anwendbar, da die Probe gut elektrisch leitfähig sein
muss.
AFM beruht auf der mechanischen Wechselwirkung einer scharfen Spitze mit
der Oberfläche [19]. Sie setzt daher keine elektrische Leitfähigkeit der Probe
voraus. Der Radius kommerziell erhältlicher Spitzen aus Si oder Si3N4 beträgt
typischerweise zwischen 5 und 10 nm. Die Wechselwirkung der Spitze mit der
Oberfläche muss daher strenggenommen als Kontakt von einer Halbkugel mit
einer Ebene behandelt werden. Das Modell von Johnson, Kendall und Roberts
beschreibt diese Wechselwirkung bei elastischer Deformation beider Körper [20].
In grober Näherung kann die Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe auch
durch die Kräfte zwischen denjenigen Atomen beider Körper, die den geringsten
Abstand voneinander haben, modelliert werden. Diese Wechselwirkung kann all-
gemein durch ein Lennard-Jones-Potential der Form
Epot(r) = 4 Ee
[(
σ
r
)12
−
(
σ
r
)6]
(2.5)
in Abhängigkeit vom Abstand r beschrieben werden. Darin ist σ der Abstand und
−Ee die Energie im kräftefreie Gleichgewichtszustand. Im Zuge der Annäherung
erfährt die Spitze zuerst eine anziehende und danach eine stark abstoßende Kraft
durch die Oberfläche. Die Abstoßungskraft ist proportional r−13 und daher zur
Herstellung eines topographischen Bildes mit sehr exakten Höheninformationen
prädestiniert.
Die wesentlichen Komponenten, aus denen ein AFM aufgebaut ist, sind die
Detektionseinheit, bestehend aus einem Laser und einer Mehrfelddiode, zur Be-
stimmung der Auslenkung des Spitzenbalkens, ein piezoelektrischer Scanner zur
relativen Bewegung in alle drei Raumrichtungen und eine elektronische Steuerungs-
und Aufzeichungseinheit. Unverzichtbar zu einer erfolgreichen Abbildung ist ein
aufwendiges System zur Entkoppelung der hochsensitiven Messanordnung von
externen Schwingungen. In den meisten Betriebsarten ist ein Regelkreis aktiv,
der durch Stellen der z-Koordinate des Scanners die vom Detektor gemessene
Größe mehr oder minder exakt auf dem Sollwert hält. Als Sollwerte (setpoint)
kommen die Auslenkung des cantilevers, die über das Hooksche Gesetz der Kraft
direkt proportional ist, beziehungsweise dessen Schwingungsamplitude in Frage.
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Im Ergebnis der Messung entstehen Bilder, in denen entweder die z-Koordi-
naten (Höhenbild) oder die Abweichungen vom setpoint (Fehlerbild) für die gera-
sterte Oberfläche dargestellt sind. Während das Höhenbild topographische Aus-
sagen beinhaltet, stellt das Fehlerbild Höhenunterschiede besonders plastisch dar.
Daher finden oft auch beide Bilder gemeinsam Verwendung.
Die zwei gebräuchlichsten Betriebsweisen für AFM sind contact und tapping
mode. Im contact mode steht die Spitze während des gesamten Messvorganges
in mechanischem Kontakt zur Probe. Die Absolutwerte der Kraft liegen dabei
zwischen 10−11 und 10−6 N . Zur besseren Einordnung: die Kraft zwischen zwei
kovalent gebundenen Atomen bei Separation um 1 Å liegt in der Größenordnung
von 10−9 N . Bei der Arbeit mit kleineren Kräften ist eine zerstörungsfreie Abbil-
dung möglich [21]. Um die auftretenden abstoßenden Kräfte gering zu halten und
die Zerstörung des Untersuchungsobjektes zu vermeiden, werden hier vorallem
Spitzen verwendet, deren cantilever eine sehr geringe Federkonstante von bis zu
k ∼ 0.01 N/m besitzen.
Für biologische Proben sind die auftretenden lateralen Kräfte in der Regel
dennoch zu groß. Darum findet hier oft der tapping mode Anwendung. Durch
einen externen Piezokristall wird die Spitze zu Biegeschwingungen angeregt. Sie
oszilliert dabei senkrecht zur Oberfläche mit einer Amplitude von mehreren 10nm.
Dabei durchläuft die Spitze verschiedene Abschnitte des Wechselwirkungspoten-
tiales: Am probennahen Umkehrpunkt kommt es zum
’
hard contact ‘, während
bei mehr als 1 nm Abstand die abstoßende Wechselwirkung vernachlässigt wer-
den kann. Dann dominieren van der Waals-, elektrostatische, magnetische und
Kapillarkräfte. Alle diese Wechselwirkungen machen sich bei der Messung durch
die Verschiebung der Resonanzfrequenz des cantilevers und damit verbunden der
Schwingungsdämpfung bemerkbar.
Die theoretisch mögliche atomare Auflösung wird vom AFM nur in den sel-
tensten Fällen erreicht. Die Gründe dafür sind vielfältig:
Reale Spitzen sind nicht atomar scharf. Das Abbildungsergebnis kann immer nur
eine Überlagerung der Topographie des Objektes und der realen Spitzengeometrie
sein. Besonders deutlich wird dieser Zusammenhang bei der Abbildung annähernd
punktförmiger Erhebungen auf ansonsten glattem Substrat. Alle diese Strukturen
erscheinen lateral verbreitert und weisen scheinbar eine analoge Topographie auf.
Hierbei handelt es sich um einen Artefakt, denn tatsächlich wird die Spitzengeo-
metrie sichtbar. In vielen anderen Fällen ist es wesentlich schwieriger, Artefakte
zu identifizieren.
Unter atmosphärischen Bedingungen überziehen sich Oberflächen mit einer Schicht
adsorbierter Wassermoleküle. Bei Annäherung von Spitze und Probe entsteht da-
her ein Wassermeniskus. Die damit verbundene Kapillaranziehung übersteigt in
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der Regel die attraktiven van der Waals-Kräfte und führt zu einem größeren
Druck der Spitze auf die Probe. Bei weichen Proben führt dies zu einer Ver-
ringerung der Auflösung. Es gibt zwei Wege, dieses Problem zu beheben. Zum
einen kann die Abbildung im Vakuum durchgeführt werden, wo der Wasserfilm
desorbiert. Überraschenderweise stellt die Abbildung in einer Flüssigkeitszelle die
zweite Alternative dar. Probe und Spitze sind komplett von Wasser umgeben,
weshalb es zu keiner Kapillaranziehung kommt. Neben der höheren erzielbaren
Auflösung bietet diese Herangehensweise die Möglichkeit, Proteinstrukturen mit
intakter Konformation in ihrer natürlichen Umgebung zu beobachten.
Gerätebaulich bedingte Probleme bestehen in der Hysterese der Piezokristalle
des Scanners und der thermischen Drift, ausgelöst durch Temperaturgradienten,
beispielsweise nach dem Starten des Mikroskopes oder dem Befüllen der Flüssig-
keitszelle.
Eine große Rauhigkeit der Proben erschwert ihre Abbildung erheblich. Infolge
des endlichen Spitzenradius können geneigte Flächen nur bis zu einem bestimm-
ten Winkel wirklichkeitsgetreu dargestellt werden. Außerdem benötigt der Scan-
ner zur korrekten Nachregelung der z-Koordinate mehr Zeit und eine geringe-
re Scangeschwindigkeit. Als optimal sind daher im Mittel sehr glatte Proben
zu bezeichnen. Solche können durch Adsorption von S-Layern auf sehr glatten
Substraten präpariert werden. Stücke polierter Siliziumwafer erfüllen diese An-
forderungen und sind kommerziell erhältlich. An atomar glatt spaltbaren Sub-
straten sind Glimmer (Muskovitglimmer hat die chemische Zusammensetzung
KAl2(AlSi3O10)(OH,F)2) und hochgeordneter pyrolythischer Graphit (HOPG)
gebräuchlich.
2.2 Spektroskopie
2.2.1 UV/VIS Spektroskopie
Beim Durchgang von Photonen durch eine flüssige Probe kommt es zu zwei grund-
legenden Effekten. Strahlungsenergie wird absorbiert und es kann Photonenstreu-
ung auftreten. Bei der spezifischen Absorption wird Energie in elektronisch an-
geregte Zustände der Atome, Moleküle und Komplexe, in Molekülschwingungen
und -rotation transferiert. Die dazu notwendigen Energien sind charakteristisch
für bestimmte Übergänge und Substanzen. Die damit verbundenen Maxima in
Absorptionsspektren sind abhängig von der Natur des Anregungsvorganges mehr
oder minder scharf ausgebildet. Enthält die Flüssigkeit Partikel, wie beispielsweise
Metallkolloide, so tritt sowohl Lichtabsorption in den Teilchen als auch Streuung
daran auf. Der Streumechanismus spielt besonders dann eine Rolle, wenn die Par-
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tikelgröße in der Größenordnung der Lichtwellenlänge liegt. Als solcher ist er als
Tyndall-Effekt an Silber- und Goldsolen bekannt geworden.
Phänomenologisch wird die Intensitätsabnahme bei Strahlungsdurchgang durch
das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben:
E(λ) = − lg I(λ)
I0(λ)
= ε(λ) · c · d . (2.6)
Die Extinktion ist als negativer dekadischer Logarithmus des Verhältnisses zweier
Intensitäten einheitenlos. Sie kann als Produkt des molaren Extinktionskoeffizi-
enten ε (Einheit L mol−1cm−1), der Konzentration des absorbierenden Stoffes
c (Einheit mol L−1) und der durchstrahlten Schichtdicke dargestellt werden. Ex-
tinktion und der molare Extinktionskoeffizient sind wellenlängenabhängig. Streng-
genommen gilt das Lambert-Beersche Gesetz nur für verdünnte Lösungen.
Zur Messung von Absorptionsspektren ist monochromatisches Licht erforder-
lich. In der Regel wird dies in Spektrometern durch Selektion einer bestimm-
ten Wellenlänge aus dem kontinuierlichen Spektrum verschiedenartiger Quel-
len mit Hilfe eines Monochromators realisiert. Bei Zweistrahlgeräten wird die-
ser Strahl in einen Proben- und einen Referenzstrahl gleicher Intensität zerlegt.
Der Probenstrahl passiert die in einer transparenten Küvette enthaltene Flüssig-
keit. Die Intensität beider Strahlen wird von separaten Detektoren gemessen und
ihr Verhältnis I(λ) / I0(λ), auch als Transmission bezeichnet, ermittelt. Um den
durch Küvette und Lösungsmittel entstehenden Absorptionsanteil abzutrennen,
kann eine Basislinienkorrektur durchgeführt werden. Dazu muss nur das Absorp-
tionsspektrum der leeren Küvette beziehungsweise der mit dem reinen Lösungs-
mittel gefüllten Küvette gemessen und im Anschluss vom Spektrum der Probe
abgezogen werden.
UV/VIS Spektrometer zählen aufgrund ihres überschaubaren gerätetechni-
schen Aufwandes zu den häufig angewandten Analysemethoden für flüssige Pro-
ben. Sie bieten zudem die Möglichkeit, Reaktionskinetiken in situ zu charakteri-
sieren.
Bei der spektroskopischen Untersuchung von nativen bakteriellen Oberflächen-
proteinen ist unbedingt zu beachten, dass diese unter normalen Bedingungen
als Assemblate vorliegen. Die Proteinmonomere können sich zu monomolekula-
ren Schichten (sheets) oder röhrenförmigen Gebilden (tubes) zusammensetzen.
Durch zeitabhängige Umlagerungsprozesse variiert die Größe dieser Assemblate
zwischen einigen hundert nm und bis zu zehn µm. Die Folge dieser Tatsache ist,
dass UV/VIS Spektren von S-Layern additiv aus der unspezifischen Streuung der
Assemblate und der spezifischen Absorption des Proteines zusammengesetzt sind
(Abbildung 2.3). Um zu einer vergleichbaren Messmethode im Sinne einer kali-
brierbaren Konzentrationsbestimmung zu gelangen, muss sichergestellt werden,
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Abbildung 2.3: UV/VIS Spektrum vom assemblierten S-Layerprotein von B.
sphaericus (links) und gelöst in 6 M GHCl (rechts). Beide Proteinlösungen haben
die gleiche Proteinkonzentration von 1mg /ml. Zur Basislinienkorrektur wurde
links Wasser, rechts eine 6 M wässrige Lösung von GHCl verwendet. Das spezifi-
sche Absorptionsmaximum von Protein bei 280nm zeigt sich in der linken Kurve
als Schulter. Es ist dort überlagert mit der dominanten unspezifischen Streuung
der Assemblate.
dass der Gesamtgehalt an Protein ausschließlich in Monomerform vorliegt. Dies
lässt sich durch Zugabe chaotroper Reagenzien in hoher Konzentration erreichen.
Die charakteristische UV-Absorptionskurve von Proteinen mit einem Maxi-
mum bei 280 nm wird durch Elektronenübergänge in aromatischen Seitenketten
hervorgerufen. Nur drei der zwanzig proteinogenen Aminosäuren enthalten eine
solche Gruppe (Abbildung 2.4). Besonders große Beiträge bei λ = 280 nm Wel-
lenlänge leisten Tryptophan (ε280nm = 5690L mol
−1cm−1) und Tyrosin
(ε280nm = 1280 L mol
−1cm−1) [23].
Im Falle des S-Layerproteins von Bacillus sphaericus NTCT 9602 ist durch
Sequenzierung des kodierenden DNA-Abschnittes der Aminosäuregehalt bekannt
[24]. Ein Proteinmonomer enthält 3 Aminosäuren Tryptophan und 34 Tyrosin.
Bei einem Molekulargewicht von 111.5 kDa beträgt beispielsweise die molare
Konzentration einer Lösung mit 1 mg /ml Proteingehalt 8.97 µmol /L. Durch
einfache Multiplikation der daraus folgenden Molaritäten der Aminosäuren mit
ihren molaren Extinktionskoeffizienten ε280nm ergibt sich der jeweilige Absorp-
tionsbeitrag. In der Summe wird ein theoretischer Wert für die Absorptionskon-
stante von 0.54 cm−1 erhalten. Dies steht in guter Übereinstimmung mit dem
experimentell ermittelten Wert von 0.44 cm−1 für eine S-Layermonomerlösung
mit 1 mg /ml Proteingehalt, deren Proteingehalt unabhängig mittels Lowry-Test
bestimmt wurde [25, 26].
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Abbildung 2.4: UV Spektren und
Strukturformeln der optisch ak-
tiven Aminosäuren Tryptophan
(Try), Tyrosin (Tyr) und Phenyl-
alanin (Phe) [22].
2.2.2 Photoemissionsspektroskopie
Die Photoemissionsspektroskopie (PES) basiert auf dem äußeren photoelektri-
schen Effekt. Dieser wurde bei Bestrahlung von Metalloberflächen mit ultravio-
lettem Licht im Vakuum gefunden [27]. Die Emission von Elektronen findet nur
bei Verwendung von Strahlung mit Wellenlängen unterhalb eines charakteristi-
schen Schwellwertes statt. Ein solches Verhalten konnte von Einstein durch die
Quantennatur des Lichtes erklärt werden [28].
Bei der PES werden im Festkörper gebundene Elektronen durch Bestrahlung
mit monochromatischer Strahlung der Wellenlänge λ angeregt. Übersteigt die
Photonenenergie h · ν die Summe aus der Bindungsenergie der Elektronen EB,
bezogen auf das Ferminiveau EF , und der Austrittsarbeit Φ des Festkörpers, so
können Elektronen mit einer kinetischen Energie von
Ekin =
h · c
λ
− EB − Φ (2.7)
emittiert werden. Das Produkt aus Planckschem Wirkungsquantum h und der
Vakuumlichtgeschwindigkeit c beträgt 1239.8 eV ·nm. Austrittsarbeiten von Me-
tallen liegen typischerweise im Bereich von einigen eV .
Der von Gleichung 2.7 ausgedrückte Zusammenhang eröffnet die Möglichkeit,
Informationen über die Bindungsenergie EB von Elektronen in Festkörpern zu
erhalten. Dazu muss mit Hilfe eines energiedispersiven Detektors das Spektrum
der bei Bestrahlung mit monochromatischen Photonen emittierten Elektronen
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analysiert werden.
Abbildung 2.5: Schematischer
Zusammenhang zwischen elek-
tronischer Zustandsdichte im
Festkörper (links unten) und
Photoemissionsspektrum (rechts
oben) [29].
Je nach Energie der anregenden Strahlung E0 wird zwischen UPS (Ultraviolet
Photoelectron Spectroscopy bei 10 eV < E0 < ∼100 eV ) und XPS (X-ray Pho-
toelectron Spectroscopy bei ∼100 eV < E0 < 10 keV ) unterschieden. Bei UPS
genügt die Anregungsenergie meist nur zum Auslösen der schwach gebunde-
nen Valenzelektronen, während bei XPS auch Rumpfelektronen spektroskopiert
werden. Die Messkurven zeigen dann neben den breiteren Valenzbändern auch
elementspezifische Linien (Abbildung 2.5). Energieverschiebungen von Linien in
XPS-Spektren können wichtige Informationen über die chemischen Verhältnis-
se der betreffenden Atome geben. Dazu zählen Wechselwirkungen mit nächsten
Nachbarn und Oxidationsstufen. Die Peakbreite in Photoelektronenspektren wird
neben der durch die Quantenmechanik festgelegte Energieverteilung im Grund-
zustand und der thermischen Verbreiterung, zum Beispiel durch Phononenstreu-
ung, auch messtechnisch beeinflusst. Dazu zählt die Bandbreite der verwendeten
Strahlung und die Energieauflösung des Detektors. Es ist weiterhin zu beachten,
dass zwischen Peakintensität und elektronischer Zustandsdichte kein einfacher
proportionaler Zusammenhang besteht.
Infolge starker inelastischer Streuung von Elektronen im Festkörper stammen
Photoelektronen mit spezifischer Energie aus einer maximalen Probentiefe von
5 nm. Als besonders oberflächensensitiv ist UPS zu bezeichnen, bei der durch die
geringere Energie der photoemittierten Elektronen die Informationstiefe sogar
nur 2-3 Atomlagen beträgt [14].
16 KAPITEL 2. METHODEN
Zur Auswertung von Photoelektronenspektren ist die korrekte Bestimmung
der Energiewerte vonnöten. Die gesamte Vakuumkammer, insbesondere Probe
und Analysator sind geerdet und weisen daher das gleiche Ferminiveau auf. Die-
ses kann durch Messung der ausgeprägten Fermikante einer metallischen Refe-
renz, gewöhnlich Gold, bestimmt werden. Da sich die Austrittsarbeiten von Pro-
be und Analysator in der Regel unterscheiden, können so die Bindungsenergien
auf das Ferminiveau bezogen werden. Kommt es zur elektrostatischen Aufladung
der Probe, so führt dies zu einer scheinbaren Verschiebung der Energieniveaus
des gesamten Spektrums hin zu niedrigeren kinetischen Energien.
2.2.3 NEXAFS
Die wichtigste Unterscheidung zwischen NEXAFS (Near Edge X-ray Absorption
Fine Structure) und PES ist, dass bei NEXAFS die Wellenlänge der primären
Röntgenstrahlung kontinuierlich verändert wird. Als Quellen werden entspre-
chend ausgerüstete Elektronenspeicherringe verwendet. Auch wird bei NEXAFS
nicht das Energiespektrum, sondern nur der Gesamtstrom der emittierten Elek-
tronen analysiert [30]. Neben dieser als TEY (Total Electron Yield) bezeichneten
Variante existiert auch die Messung der Strahlungsabsorption in Transmission.
Dazu können allerdings keine bulk -Proben verwendet werden.
Abbildung 2.6: Absorptionskante
(schematisch) eines Elementes im
TEY-Spektrum. Der für NEXAFS
verwendete Bereich ist grau unter-
legt.
Wird eine TEY-Messung für einen großen Bereich von Photonenenergien
durchgeführt, so dominieren die Absorptionskanten der einzelnen Elemente das
Ergebnis [31]. Die eigentliche NEXAFS-Messung findet in einem Bereich von ei-
nigen 10 eV oberhalb der Kante statt (Abbildung 2.6). In dieser Region tritt
gewöhnlich eine ausgeprägte Feinstruktur auf. Der Mechanismus ihrer Entste-
hung beinhaltet Mehrelektronenprozesse und ist daher in der Interpretation viel
komplexer als PE-Spektren.
Bei der Anregung rumpfnaher Elektronen in unbesetzte Zustände oberhalb
der Fermienergie durch die Absorption von Röntgenquanten entstehen Löcher.
2.2. SPEKTROSKOPIE 17
Über den Augerprozess relaxiert dieser energiereiche Zustand sehr schnell (Ab-
bildung 2.7). Das gebildete Augerelektron wechselwirkt seinerseits stark mit dem
Festkörper. Das hat zwei Konsequenzen: zum einen begrenzt es die Austrittstie-
fe auf wenige 10 nm. NEXAFS ist also ebenfalls oberflächensensitiv, wenn auch
nicht ganz so stark wie PES. Zum anderen werden Sekundärelektronen ausgelöst
und damit der Gesamtstrom erhöht.
Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Vorgänge bei NEXAFS. In einem
ersten Schritt wird durch einen Röntgenquant ein Rumpfelektron in einen unbe-
setzten Zustand angeregt. Dabei gelten die quantenmechanischen Auswahlregeln.
Das entstandene Loch relaxiert im zweiten Schritt durch den Augerprozess.
Die Absorptionswahrscheinlichkeit für die Photonen hängt von den Über-
gangswahrscheinlichkeiten der Rumpfelektronen in unbesetzte Niveaus ab. Die
Anzahl der absorbierten Photonen bestimmt die Menge der gebildeten Löcher und
darüber die Anzahl der Augerelektronen und den Gesamtstrom. Das NEXAFS-
Spektrum ist darum mit der Zustandsdichte unbesetzter Orbitale, insbesondere
des LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), verknüpft. NEXAFS-Spektren
sind im Gegensatz zu Photoemissionsspektren des Valenzbandes elementspezi-
fisch. Die betreffenden Atome sind aufgrund der bekannten Lage ihrer Absorpti-
onskanten (beispielsweise Kohlenstoff 1s bei 284.2 eV ) leicht identifizierbar. Die
Feinstruktur kann im Sinne eines
”
spektralen Fingerabdruckes“ Auskunft über
die lokalen Verhältnisse geben: Bindungen, nächste Nachbarn und sogar über die
Orientierung gerichteter Orbitale.
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2.3 Kleinwinkelstreuung
Kleinwinkelstreuung dient der Materialcharakterisierung auf einer Größenskala
zwischen 1 und 100 nm [32]. Während mit den zuvor vorgestellten analytischen
Methoden TEM, REM und AFM die direkte Abbildung sehr begrenzter Stellen
von Proben gelingt, dient die Kleinwinkelstreuung der integralen Charakterisie-
rung von größeren Probenvolumina. Es entsteht kein vergrößertes Bild vom Un-
tersuchungsobjekt, sondern Streukurven. Diese müssen mit Hilfe von Modellen
interpretiert werden. Oft werden dazu die Ergebnisse abbildender Verfahren zu
Hilfe genommen. Der entscheidende Vorteil der Kleinwinkelstreumethoden ist in-
folge der Mittelung über makroskopische Volumina ihre große Sicherheit in der
Bestimmung integraler Größen. Zudem ist kaum eine spezielle Probenpräparation
notwendig und Veränderungen der Probe können in Echtzeit verfolgt werden.
Der Mechanismus besteht in der elastischen Streuung von Strahlung in der
Probe [33, 34, 35]. Die Strahlung kann elektromagnetischer Natur - Röntgenstrah-
lung oder sichtbares Licht - sein oder aus Neutronen bestehen. Charakteristische
Unterschiede bestehen vorallem in der Wechselwirkung mit Materie:
Röntgenstrahlung wird an Elektronenhüllen der Probenatome gestreut. Der Streu-
querschnitt steigt mit der Ordnungszahl an, schwere Elemente streuen viel stärker
als leichte. Die Abhängigkeit von der Röntgenwellenlänge ist komplizierter: In
Nähe der Absorptionskante in der Probe enthaltener Elemente kommt es zu einer
sprunghaften Änderung des Streuquerschnittes. Dieser anomale Effekt kann bei
Vorhandensein eines Synchrotrons als durchstimmbare Röntgenquelle zur soge-
nannten Kontrastvariation genutzt werden. Durch die Kontrastvariation können
in komplex aufgebauten Proben die Streubeiträge bestimmten chemischen Ele-
menten zugeordnet werden. Für Laborversuche mit konstanter Wellenlänge wer-
den aber auch einfach Röntgenröhren verwendet.
Bei der Verwendung von Neutronenstrahlung kommt es zur Streuung an den
Atomkernen. Insgesamt ist die Wechselwirkung schwächer. Es können Proben
von einigen Zentimeter Dicke untersucht werden. Neutronen besitzen eine um
mehrere Größenordnungen kleinere kinetische Energie als Röntgenstrahlung glei-
cher Wellenlänge. Strahlungsschäden und Erwärmung der Probe fallen daher bei
Verwendung von Neutronen wesentlich geringer aus. Ein anderer wesentlicher Un-
terschied zu SAXS (Small Angle X-ray Scattering) besteht im Streuquerschnitt.
Bei SANS (Small Angle Neutron Scattering) variiert dieser irregulär mit der Ord-
nungszahl, selbst Isotope desselben Elementes können sich stark unterschiedlich
verhalten. Durch Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium ist eine starke Kon-
trastvariation möglich. SANS ist im Gegensatz zu SAXS empfindlich für leichte
Elemente bis hin zu Wasserstoff, ein entscheidender Vorteil für die Untersuchung
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biologischer Proben.
Abbildung 2.8: Zur Definition des
Streuvektors Q.
Die theoretische Beschreibung der Streuvorgänge ist für SAXS und SANS
identisch. Ausgehend vom Wellenvektor k0 der einfallenden Strahlung und ks
des gestreuten Anteils wird der Streuvektor Q = ks − k0 definiert. Zwischen
dem Skalar Q, der Wellenlänge λ und dem Streuwinkel θ (Abbildung 2.8) besteht
der Zusammenhang
Q =
4π
λ
· sin θ
2
. (2.8)
Q hat die Einheit nm−1. Gemessen wird der differentielle Streuquerschnitt dσ/dΩ
in Abhängigkeit von Q beziehungsweise bei isotrop streuenden Proben die sphä-
risch gemittelte Streuintensität Is(Q). Unter Annahme monodisperser, streuender
Partikel, die von der umgebenden Matrix durch eine klare Phasengrenze getrennt
sind, gilt der Zusammenhang
Is(Q) = NP · V 2P · (∆ρ)2 · P (Q) · S(Q) (2.9)
für den kohärenten Streuanteil. Darin ist NP die Volumendichte, VP das Ein-
zelvolumen und P der Formfaktor der Partikel. Die Größe ∆ρ wird gewöhnlich
als Streukontrast bezeichnet. S ist ein Strukturfaktor, der die Interferenz von
Strahlung, die an verschiedenen Partikeln gestreut wurde, beschreibt.
Die Integralintensität Ĩ entspricht der über alle Raumrichtungen integrierten
Streuintensität:
Ĩ =
∞∫
0
Is(Q) Q
2 dQ . (2.10)
Sie steht mit dem Volumenanteil φ der streuenden Partikel in folgendem Zusam-
menhang:
Ĩ = 2π2 · (∆ρ)2 · φ · (1 − φ) . (2.11)
Von Porod stammt die für große Q gültige Näherung [36, 37]
Is(Q) = 2π · (∆ρ)2 · Σ /Q4 . (2.12)
Σ stellt hier die Phasengrenzfläche pro Einheitsvolumen dar. Das Produkt 2π ·
(∆ρ)2 ·Σ wird auch als Porodkonstante P bezeichnet. Bei doppelt-logarithmischer
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Auftragung entspricht das Porod-Gesetz im Bereich großer Q einer Gerade mit
dem Anstieg -4 (Abbildung 2.9 links). Der Porodradius RP ist ein Maß für die
Teilchengröße, das aus dem Verhältnis von Teilchenvolumen zu -oberfläche be-
rechnet wird. Aus den experimentell ermittelbaren Größen Integralintensität Ĩ
und Porodkonstante P kann der Porodradius RP ermittelt werden:
RP =
Ĩ
P
. (2.13)
Aus dem Porodradius kann für monodisperse kugelförmige Partikel auf den geo-
metrischen Radius geschlossen werden: R = 3/π · RP .
Sind die Abstände zwischen den streuenden Teilchen ausreichend groß, so wird
der Strukturfaktor S = 1. Dann gilt für kleine Q die Näherung nach Guinier [33]:
Is(Q) ∝ e−
Q2·R2g
3 . (2.14)
Die Gültigkeit ist auf einen Q-Bereich mit 1 ≥ Qmax ·Rg beschränkt. Anhand des
Abfallens der Streuintensität bei kleinen Q lässt sich auf den Gyrationsradius der
Partikel schließen (Abbildung 2.9 rechts). Dieser ist bei kugelförmigen Teilchen
über Rg =
√
3/5 · R mit dem geometrischen Radius verknüpft.
Abbildung 2.9: Schematischer Verlauf der Kleinwinkelstreuintensität.
Links: Doppelt-logarithmische Darstellung. Die Kurve hat bei großen Q einen
Anstieg von -4 (Porod).
Rechts: Guinier-Darstellung. Die Streuintensität verläuft bei kleinen Q linear mit
einem Anstieg, der −R2g / 3 entspricht.
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2.4 Physikochemische Analysen
2.4.1 Bestimmung der katalytischen Aktivität
In diesem Abschnitt sollen Möglichkeiten der experimentellen Bestimmung der
Aktivität heterogener Katalysatoren vorgestellt werden. Grundlegendes zur Ka-
talyse, ihrem Wesen und Mechanismen wird in Abschnitt 5.1 ausgeführt. Unter
der Vielzahl katalysierbarer Reaktionen wird ausschließlich die Totaloxidation
von Kohlenwasserstoffen und Kohlenmonoxid in der Gasphase betrachtet. Bei
der Totaloxidation enstehen in diesem Fall als alleinige Produkte Kohlendioxid
und Wasserdampf.
Inhärente Eigenschaft der Katalyse ist, dass sie nur die Kinetik, nicht aber
das Gleichgewicht chemischer Reaktionen beeinflusst. Die Wirksamkeit einer Ka-
talysatorpräparation wird daher anhand eines kinetischen Parameters, der kata-
lytischen Aktivität, bemessen. Anstatt alle kinetischen Reaktionsparameter der
betreffenden Reaktion zu bestimmen, wird der Gesamtumsatz pro Zeiteinheit bei
bestimmten Konzentrationen, Temperaturen und Drücken gemessen. Aus die-
sem Grund und in Anlehnung an technische Anwendungen wird die Reaktion
kontinuierlich in Strömungsreaktoren geführt. Trotz vielfältiger Details gibt es
verbindende Merkmale solcher Versuchsaufbauten:
Ein Gasdosiersystem sorgt für die gewünschte Zusammensetzung des Reaktions-
gases. Da der eigentliche Reaktand Kohlenwasserstoff oder Kohlenmonoxid oft
nur in geringen Konzentrationen eingesetzt wird, ist der größte Volumenanteil
Stickstoff oder ein Inertgas. Auch der Anteil von Wasserdampf ist ein Parame-
ter. Ein wichtiger Kennwert dieser Messungen ist der Volumenstrom, bezogen
auf die Menge Katalysator. Die Volumenströme können mittels MFC (mass flow
controller) geregelt werden.
Im Reaktionsraum der verschiedenen Bauformen durch- oder überströmt das Gas-
gemisch den Katalysator. Dieser kann geometrisch sehr variabel angeordnet sein.
Der Reaktionsraum verfügt über eine temperaturgeregelte Heizung und eine oder
mehrere Temperaturmessstellen. Probleme in Bezug auf auswertbare Messungen
können an dieser Stelle in Form von thermischen Gradienten, hervorgerufen durch
die experimentelle Anordnung oder exo- oder endotherme Reaktionen, oder eines
bypass-Gasstromes auftreten.
Die Bestimmung des Gesamtumsatzes kann direkt durch Konzentrationsbe-
stimmung der Reaktanden oder indirekt durch Detektion von Reaktionswärmen
geschehen:
Die Abnahme der Konzentrationen der Edukte beziehungsweise die Zunahme der
Konzentrationen der Produkte kann gaschromatochraphisch, massenspektrome-
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trisch und absorptionsspektrometrisch erfolgen. Speziell für die Bestimmung des
im Infraroten spektralaktiven CO2 hat sich der Einsatz von IR-Sensoren bewährt.
Zur Messung thermischer Effekte bedient man sich häufig der DSC (Differential
Scanning Calorimetrie). DSC basiert auf der Messung von Wärmeströmen, die
notwendig sind, um die Probe und eine Referenz mit derselben Heizrate dT/dt =
const zu erwärmen [38]. Die Ableitung der aufgewendeten Wärme Q nach der
Temperatur T entspricht der Wärmekapazität Cp bei konstantem Druck:
Cp =
dH
dT
=
(
dQ
dT
)
p
. (2.15)
Durch Differenzbildung der Wärmeströme zwischen der eigentlichen Probe und
der Referenz werden ansonsten schlecht bestimmbare Fehler, hervorgerufen bei-
spielsweise durch Wärmetransport, minimiert:
∆
(
dH
dt
)
=
(
dH
dt
)
Probe
−
(
dH
dt
)
Referenz
. (2.16)
Diese Differenz ist im Falle exothermer Prozesse, wie Oxidationsreaktionen, ne-
gativ. Ihr Absolutwert skaliert mit der umgesetzten Stoffmenge.
2.4.2 Bestimmung des Platingehaltes
Zur Bestimmung des Platingehaltes muss das in der Probe enthaltene Platin
zunächst vollständig in die flüssige Phase überführt werden. Bei Erwärmung in
aqua regia, einem Gemisch aus einem Teil konzentrierter Salpetersäure und drei
Teilen konzentrierter Salzsäure, wird Platin unter Bildung von H2PtCl4 gelöst,
Substrate wie Al2O3 oder SiC werden nicht angegriffen.
Der Gehalt an Platin in der wässrigen Lösung wird durch ICP-AES oder ICP-
MS bestimmt. Das Prinzip der ICP (Inductive Coupled Plasma) besteht darin,
dass die flüssige Probe im Argonstrom fein zerstäubt wird und die Tröpfchen mit
einer 6000°C heißen hochfrequenten Entladung vollständig in den Plasmazustand
überführt werden. Chemische Verbindungen werden bei dieser Art der Ionisation
vollständig zerlegt, es kann im folgenden nur die chemische Zusammensetzung
aus den Elementen analysiert werden [39].
AES (Atomic Emission Spectrometry) nutzt die Emission charakteristischer
Strahlung im UV und sichtbaren Wellenlängenbereich bei der Rückkehr der an-
geregten Spezies in den Grundzustand [40]. Die emittierten Linien sind element-
spezifisch und über einen weiten Bereich proportional zur Konzentration. Nach
einer entsprechenden Kalibrierung mit Standards kann eine quantitative Analyse
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durchgeführt werden. Elementgehalte können gewöhnlich bis in den ppm-Bereich
bestimmt werden.
Dagegen basiert die Funktionweise eines ICP-Massenspektrometers auf der Se-
paration der Ionen entsprechend dem Masse-Ladungsverhältnis (m/z) [41]. Die
Trennung kann beispielsweise durch einen Quadrupol-Massenfilter erfolgen. Die-
ser besteht aus vier metallischen Stäben, die mit Radiofrequenzen gepolt werden.
Nur Ionen mit passendem m/z-Verhältnis können sich zwischen den Quadrupol-
Stäben fortbewegen, die anderen verlassen die Trajektorie zum Detektor, der
die Anzahl der einfallenden Ionen registriert. Indem die am Quadrupol ange-
legte Kombination aus Spannung und Radiofrequenz verändert wird, kann das
Spektrum für einen Bereich von m/z-Verhältnissen aufgenommen werden. Die
relativen Häufigkeiten der Ionen mit gleichem m/z-Verhältnis wird als Massen-
spektrum bezeichnet. Moderne Massenspektrometer haben eine Detektionsgrenze
im ppt-Bereich, sind also für höchstempfindliche Analysen geeignet.
Kapitel 3
Bakterielle Oberflächenproteine
als Templat
S-Layer sind auf der Zellwand vieler Bakterien und Archea zu finden. Dort bilden
sie eine kristalline Monoschicht aus (Abbildung 3.1). Aufgebaut sind S-Layer in
fast allen Fällen aus nur einem Typ identischer Monomere. Diese Bausteine haben
ein Molekulargewicht von 30 bis zu 220 kDa und sind chemisch den Proteinen
beziehungsweise Glykoproteinen zuzuordnen.
Abbildung 3.1: Oberfläche des
Bakterium Sporosarcina ureae
(TEM-Aufnahme eines Gefrier-
bruches von H. Engelhardt, MPI
Martinsried). Die Zelloberfläche ist
mit kristallinen Domänen bedeckt.
Die Interaktion zwischen den Monomeren und die Bindung zur Zellhülle sind
nichtkovalenter Natur [42]. Es kommt zur Ausbildung von Wasserstoffbrücken
und elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Seitenketten des Proteins. Eine
besondere Rolle spielen hydrophobe Wechselwirkungen infolge des hohen Anteils
unpolarer Aminosäuren. Bei gram-positiven Bakterien wie Sporosarcina ureae
und Bacillus sphaericus sind bestimmte Domänen des Proteins für die Interak-
tion mit der darunterliegenden Peptidoglykanschicht verantwortlich. Diese Ami-
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nosäuresequenzen sind häufig für S-Layer verschiedener Organismen konserviert
[43].
Oberflächenproteine stellen in den betreffenden Bakterien und Archea einen
bedeutenden Anteil an den zellulären Proteinen dar. Der Grund, warum Or-
ganismen eine so aufwendige Syntheseleistung auf sich nehmen, ist noch nicht
vollständig geklärt. Sicher ist, dass S-Layer zur mechanischen Stabilität der Zell-
hülle beitragen. Als äußerste Abgrenzung der Zelle bieten S-Layer eine Variante
der Natur, die Wechselwirkung mit der Umgebung, wie Adhäsion auf Oberflächen
oder die Angriffsmöglichkeiten für parasitäre Organismen, gezielt zu beeinflussen.
Desweiteren können S-Layer als molekulare Siebe fungieren und auch Fälle von
Biomineralisation an der Zellwand wurden gefunden [44].
S-Layer treten als zweidimensionale kristalline Gebilde typischerweise mit
schiefwinkliger (p2), quadratischer (p4) oder hexagonaler (p6) Gittersymmetrie
auf (Abbildung 3.2). Es werden Gitterkonstanten zwischen 3 und 30nm und
Dicken von 5 bis 15 nm für eine Monolage beobachtet. Sie enthalten Poren mit
Durchmessern zwischen 2 und 6 nm. S-Layer weisen einen bemerkenswerten Un-
terschied zwischen der inneren, der Zelle zugewandten, und der äußeren Seite
auf. Die innere Seite ist wesentlich rauher als die äußere [4, 45, 46]. S-Layer der
meisten Bacillaceae weisen bei pH-Werten, die ihrem natürlichen Lebensraum
entsprechen, auf der Innenseite durch einen Überschuss an freien Carboxylgrup-
pen eine negative Netto-Oberflächenladung auf. Auf der Außenseite halten sich
dagegen Carboxyl- und Aminogruppen ungefähr die Waage und die Oberfläche ist
nahezu ungeladen [47]. Für Sporosarcina ureae wurde eine leicht negative Ladung
der äußeren Seite festgestellt [48].
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der an S-Layern auftretenden Gitter-
symmetrien.
Während zur Isolation der für diese Arbeit benötigten großen Mengen S-
Layer ein mechanischer Aufschluss, wie in [2] beschrieben, durchgeführt wurde,
ist es auch möglich, Monomere von den intakten Zellen mit chaotropen Rea-
genzien, wie Guanidiniumhydrochlorid oder Harnstoff, mit Chelatbildnern oder
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durch Änderung des pH-Wertes abzulösen [49]. Nach Entfernung dieser Reagen-
zien beziehungsweise der Einstellung des geeigneten pH-Wertes kommt es zur
Reassemblierung in Form von flachen sheets oder röhrenförmigen tubes. Unter
Umständen ist zur Reassemblierung in Lösung das Vorhandensein bestimmter
Ionen nötig [2].
Für technische Anwendungen interessant ist die Tatsache, dass die Rekristal-
lisation auch heterogen nukleiert an Grenzflächen stattfinden kann [50, 51]. Dafür
kommen die Grenzflächen der Proteinlösung mit Luft, Festkörpern und Lipidfil-
men in Frage. Verantwortlich für die Fähigkeit zur Selbstassemblierung sind die
amphiphilen Eigenschaften der Proteinmonomere. Die so beschichteten Flächen
übersteigen in ihrer Ausdehnung die Größe der Wirtsorganismen bei weitem.
Der S-Layer von Bacillus sphaericus NCTC 9602 weist eine p4-Symme-
trie auf (Abbildung 3.3). Die Gitterkonstante beträgt 12.5 ± 0.8 nm [11]. Der
S-Layer beinhaltet eine komplexe Porenstruktur, die Durchmesser der Poren be-
tragen ungefähr 2 nm.
Abbildung 3.3: S-Layer von Bacil-
lus sphaericus NCTC 9602 (TEM-
Abbildung des Negativstains, vgl.
Anhang A.7). Links oben ist die
Struktur in Korrelationsmittelung
höher aufgelöst. Das Fourierspek-
trum rechts oben kann zur Ermitt-
lung der Symmetrie und Gitter-
konstante verwendet werden. Die
zentralen hellen Reflexe entspre-
chen einer Periodizität von 13nm.
Getrocknet hat der S-Layer eine Dicke von 5 nm (Abbildung 3.4). Neben den
einlagigen sheets werden häufig auch röhrenförmige tubes beobachtet. Deren Höhe
entspricht der doppelten von Monolagen. Die Orientierung der Proteinschichten
in den tubes gleicht der der Ausrichtung der S-Layer der lebenden Bakterien. Er-
staunlicherweise ist die Verteilung der Durchmesser der röhrenförmigen Assem-
blate recht homogen und entspricht ungefähr dem Bakterium Bacillus sphaericus.
Folglich scheint den Proteinmonomeren auch eine Information zur Krümmung der
Bakterienoberfläche inhärent zu sein.
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Abbildung 3.4:
Links: AFM-Abbildung eines S-Layer sheets von B. sphaericus (tapping mode,
Höhenbild). Die helle erhabene Fläche ist der S-Layer. Dessen Höhe beträgt 5 nm.
Das kleine obere Bild ist das Amplituden- bzw. Fehlerbild.
Rechts: REM-Abbildung von S-Layer tubes von B. sphaericus. Auf Oberflächen
adsorbiert erscheinen sie bei niedrigen Beschleunigungsspannungen als längliche
dunkle Rechtecke. Deren Breite liegt bei ∼ 500 nm.
Durch Sequenzierung des kodierenden Gens ist die Aminosäuresequenz des
S-Layers von Bacillus sphaericus NCTC 9602 bekannt [24]. Unter den 1050 Ami-
nosäurebausteinen eines Monomers sind alle 20 proteinogenen Aminosäuren ver-
treten. Summarisch lautet die Zusammensetzung C4912H7860N1324O1615S5. Damit
ergibt sich das Gewicht eines Monomers zu 111.5 kDa.
Ebenfalls durch gentechnische Analysen wurde die Verwandtschaft zwischen
Bacillus sphaericus und Sporosarcina ureae nachgewiesen [4, 52]. Die Morpholo-
gie ihrer S-Layer zeigt viele Gemeinsamkeiten.
3.1 Immobilisierung an Oberflächen
Die Adsorption von S-Layern an Oberflächen ist die Grundvoraussetzung für
viele analytische Methoden sowie Anwendungen. Für die Wechselwirkung glo-
bulärer Proteine mit Oberflächen in wässrigen Lösungen existieren theoretische
Modelle [53, 54]. Die Adsorption von Proteinen an Oberflächen ist demnach vom
Zusammenspiel elektrostatischer, hydrophober und van-der-Waals Wechselwir-
kung bestimmt. Eine thermodynamische Beschreibung kann durch Charakteri-
sierung von Enthalpie H und Entropie S dieser Wechselwirkungen geschehen:
∆adsG = ∆adsH − T · ∆adsS. Proteinadsorption kann nur ablaufen, wenn die
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Änderung der freien Enthalpie ∆adsG negativ ist.
Abbildung 3.5: Theoretische Kraft-
Abstandskurven für die Adsorpti-
on von S-Layern auf Silizium in
Anwesenheit eines divalenten Elek-
trolyten. Bei geringer Elektrolyt-
konzentration (2mM) existiert ei-
ne hohe Adsorptionsbarriere, die
bei höheren Konzentrationen ge-
ringer wird (20 mM) und sogar
komplett verschwindet (200mM).
σSi beträgt −0.03 C/m2 bei pH 7
[55]; Ha = 1 · 10−20 J [56].
Ein wesentlicher Beitrag entsteht durch die Konformationsentropie der Poly-
peptidkette. Infolge intramolekularer hydrophober Wechselwirkungen und Was-
serstoffbrücken sind die Rotationsmöglichkeiten der Polypeptidkette stark einge-
schränkt. Dieses
’
Einfrieren‘ von Freiheitsgraden geht mit einer starken Entro-
pieabnahme einher. Die Annäherung an eine Oberfläche bietet dem Protein nun
die Möglichkeit der Entfaltung, ohne dass hydrophobe Domänen, die gewöhnli-
cherweise im Inneren des Moleküls verborgen sind, mit Wassermolekülen in Ver-
bindung treten müssen.
Lagern sich Proteinmonomere zu größeren Assemblaten (Quartärstrukturen)
zusammen, so ist die zu erwartende Konformationsänderung infolge gegenseiti-
ger Stabilisierung geringer. Assemblatstrukturen wie S-Layer werden an Substra-
toberflächen angebunden, wenn die Summe aus den zuvor genannten Kräften
eine anziehende Wechselwirkung ergibt [57]. Unter Vernachlässigung hydropho-
ber Wechselwirkungen kann die resultierende Kraft durch die Derjaguin, Landau,
Verwey, Overbeek (DLVO) Theorie beschrieben werden:
FDLV O(z) /A =
2σsσp
εeε0
· e−z/λD − Ha
6πz3
. (3.1)
Die Gleichung beschreibt die resultierende Kraft FDLV O zwischen zwei elektrisch
geladenen, glatten Flächen A im Abstand z. Zwischen ihnen befindet sich ein
Elektrolyt mit der Dielektrizitätskonstante εeε0. Der erste Teil der Gleichung
repräsentiert die elektrostatische Wechselwirkung, σ sind die Ladungsdichten und
λD die Debyelänge. Die Debyelänge korreliert mit der Dicke der elektrostatischen
Doppelschicht, die sich in Elektrolyten um geladene Körper ausbildet. Sie ist
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abhängig von der Wertigkeit und der Konzentration ce des gelösten Salzes. Für
divalente Elektrolyten, wie CaCl2 oder MgCl2, ist
λD[nm] =
0.174
ce[M ]
(3.2)
bei 25°C [58]. Bei monovalenten Elektrolyten, wie NaCl oder KCl beträgt die
Konstante 0.304 anstatt 0.174. Der zweite Teil von Gleichung 3.1 steht für die
van-der-Waals Kräfte mit der Hamaker-Konstante Ha.
Abbildung 3.6: Adsorption von S-Layern von B. sphaericus auf unbehandeltem
Silizium. Für beide Proben wurde auf das Silizium eine Lösung mit 0.5 mg/ml
Proteingehalt aufgetropft. Bei der rechten Probe wurde der Lösung 10 mM MgCl2
zugegeben, bei der linken nicht. Die Lösung enthielt 2.5 mM TRIS/HCl Puffer
bei pH 7.0. Nach 5 min wurde mit Wasser gespült und getrocknet. Die Abbildung
erfolgte mittels AFM im tapping mode. Ganz deutlich ist der Bedeckungsgrad der
Oberfläche bei Elektrolytzugabe wesentlich höher.
Zur Anwendung dieser Beschreibung auf den S-Layer muss dessen Ober-
flächenladung abgeschätzt werden. Ein Monomer des S-Layerproteins von Ba-
cillus sphaericus enthält 56 Seitenketten der Asparaginsäure und ebensoviele der
Glutaminsäure. Diese Residuen tragen bei neutralem pH-Wert jeweils eine nega-
tive Ladung. Dem stehen 78 Lysin und 21 Arginin mit je einer positiven Ladung
gegenüber. In der Summe trägt eine Einheitszelle, aufgebaut aus 4 Monome-
ren, damit 52 negative Elementarladungen. Werden diese nun modellhaft auf die
Oberfläche verteilt, so ergibt sich eine Ladungsdichte von −0.05 C/m2. In Ab-
bildung 3.5 sind die danach berechneten Kraft-Abstandskurven für verschiedene
Konzentrationen zweiwertiger Ionen dargestellt.
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Deutlich wird, wie die Anwesenheit zweiwertiger Kationen, wie Mg2+ oder
auch Ni2+, die elektrostatische Barriere herabsetzt. Bei der praktischen Nutzung
dieses Effektes ist eine Einschränkung zu beachten: Oberhalb einer kritischen
Ionenstärke kommt es zur Aggregation der S-Layer untereinander, da die stabili-
sierende elektrostatische Abstoßung der sheets voneinander abgeschirmt wird.
Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, zur Adsorption von sheets auf Oberflächen
der Proteinlösung neben einem Puffer in niedriger Konzentration auch bis zu
10 mM MgCl2 zuzugeben. In Abbildung 3.6 ist der Effekt von MgCl2-Zugabe auf
die Anbindung an Silizium dargestellt. Durch Elektrolytzugabe kann eine größe-
re Proteinmenge pro Fläche angebunden und die Oberflächenbedeckung erhöht
werden.
Abbildung 3.7: Links: AFM-Abbildung einer reassemblierten S-Layerschicht von
B. sphaericus auf Silizium (1 mM MgCl2) [59]. Der Film ist nahezu geschlossen,
nur ∼ 4 % der Oberfläche sind nicht bedeckt (die dunklen Bereiche). Anhand die-
ser Stellen kann die Höhe des Filmes bestimmt werden. Wie bei nativen S-Layern
beträgt sie 5 nm (tapping mode an Luft).
Rechts: TEM-Bild einer reassemblierten S-Layerschicht von B. sphaericus (Ne-
gativkontrastierung). Diese Untersuchung zeigt, dass der Film sich aus sehr klei-
nen kristallinen Domänen zusammensetzt. Im Fourier-Spektrum (links oben) er-
scheint daher auch ein heller Ring für die Periodizität von 13 nm.
Während eine dichte Oberflächenbelegung für die spektroskopische oder ka-
talytische Messungen erwünscht ist, werden für hochauflösende Rasterkraftmi-
kroskopie vereinzelte, aber fest angebundene Assemblate angestrebt. Daher fin-
det die Adsorption aus wesentlich verdünnteren Proteinlösungen statt (vergleiche
Anhang A.2).
Ein anderer Ansatz zur Substratbeschichtung ist die Reassemblierung direkt
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an der Festkörperoberfläche [60]. Wie in Abschnitt 2.2.1 spektroskopisch nach-
gewiesen, können S-Layer durch Zugabe hoher Konzentrationen chaotroper Rea-
genzien, wie GHCl oder Harnstoff, komplett in Monomere zerlegt werden. Die
Deassemblierung beruht auf der Spaltung von Waserstoffbrückenbindungen. Die
Kristallisationsneigung des Proteines wird wiederhergestellt, indem das chaotrope
Reagenz durch Dialyse entzogen wird. Danach setzt die Reassemblierung jedoch
gewöhnlicherweise nicht sofort in der Dialysekammer ein [59]. Erst die Zugabe
von Mg2+-Ionen initiiert sowohl die homogen als auch die heterogen nukleierte
Rekristallisation. Die Funktion der Mg2+-Ionen liegt dabei in der Stabilisation
der Proteinfaltung durch ionische Bindungen über zweiwertige Kationen [15].
Die hauptsächlichen Parameter des Rekristallisationsprozesses sind der pH-
Wert und die Konzentrationen von Protein und MgCl2. Als erfolgreich hat sich
die in Anhang A.3 enthaltene Präparationsvorschrift erwiesen. Nach 12 bis 24h
bildet sich auf dem Substrat ein praktisch geschlossener monomolekularer Film
aus, aufgebaut aus kristallinen Domänen (Abbildung 3.7).
3.2 Topographische Charakterisierung mit AFM
Die hochauflösende Abbildung von S-Layern mit Atomkraftmikroskopie dient
der topographischen Charakterisierung ihrer Oberfläche. Diese Daten stellen ei-
ne Ergänzung zu transmissionselektronenmikroskopisch gewonnenen Bildern dar,
die, abgesehen von holographischen Aufnahmen [16] und Kippserien [4], keinerlei
Höheninformation beinhalten.
Wie in Abschnitt 2.1.3 erläutert, besteht die einzige Möglichkeit, hochauflösen-
de AFM-Untersuchungen an nativen Proteinen durchzuführen, in der Arbeit in
der Flüssigkeitszelle. Das Fehlen von Kapillarkräften ermöglicht die Detektion
lokaler Wechselwirkungen zwischen Protein und Spitze von geringerem Absolut-
wert.
Zum Verständnis des Abbildungsvorganges ist es wichtig, die auf das Protein-
assemblat wirkenden Kräfte zu kennen. Die Wechselwirkungen an den Kontakt-
flächen Substrat - S-Layer einerseits und S-Layer - Spitze andererseits werden
durch elektrostatische und van-der-Waals Kräfte bestimmt. Deren Abhängigkeit
vom Abstand, der Oberflächenladung und der Elektrolytkonzentration wurde in
Abschnitt 3.1 ausgeführt. Da AFM-Spitzen in der Regel aus Si oder Si3N4 beste-
hen, kann von einer SiO2-Oberfläche ausgegangen werden. Die Anordnung Sub-
strat - S-Layer - Spitze kann als symmetrisch bezeichnet werden. Funktion der
zur Abbildung verwendeten gepufferten Elektrolytlösung ist es nun, die Wechsel-
wirkung zwischen Spitze und Protein optimal einzustellen. Daher unterscheidet
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sich dieser Elektrolyt gewöhnlich von dem zur Anbindung benutzten, wo es um
eine starke Adsorption geht.
Die Vorgehensweise bei der Abbildung ist folgende: Wie in Anhang A.2 näher
beschrieben, wird S-Layerprotein auf dem frisch gebrochenen Substrat, Glim-
mer oder HOPG, immobilisiert. Vorteilhaft ist es, wenn neben den Assembla-
ten möglichst wenig Proteinmonomere auf der Oberfläche adsorbiert sind. Durch
mehrfaches Spülen mit Abbildungspuffer wird sichergestellt, dass keinerlei unge-
bundenes Protein mehr in der flüssigen Phase präsent ist. Auf höchstmögliche
Reinheit aller Chemikalien ist zu achten, da Kontaminationen die Abbildung
stark beeinträchtigen. In der Regel ist es auch notwendig, nach Fertigstellung
der Arbeitsbereitschaft des Mikroskopes mit dem Beginn der eigentlichen Unter-
suchung noch circa 30min zu warten. In dieser Zeit stellt sich das thermische
Gleichgewicht ein. Eine gute Abbildung ist bei thermische Drift nicht möglich.
Von Bedeutung sind weiterhin möglichst hohe Feedback-Parameter während des
Scannens. Die schnelle z-Regelung ermöglicht die Verwendung hoher Scanraten
und damit eine stabile Abbildung.
Bei Abbildung in wässriger Lösung beträgt die Höhe der S-Layer sheets 10 nm
(Abbildung 3.8). Damit wird klar, dass der S-Layer bei der Trocknung an Luft
stark schrumpft. Abbildung 3.9 zeigt den S-Layer von Bacillus sphaericus in ho-
her Auflösung. Schon aus dem unbearbeiteten Bild wird der tetramere Aufbau der
Einheitszelle sichtbar. Das Fourierspektrum zeigt eine große Anzahl von Reflexen.
Die weit außermittig gelegenen Reflexe repräsentieren hohe Frequenzen. Deutlich
sind noch Reflexe der 7. Ordnung sichtbar, die zu einer Periodizität von 1.7 nm
gehören. Dies stellt einen Beleg für die hohe Auflösung der Untersuchung dar.
Im Ergebnis der Korrelationsmittelung entsteht ein rauscharmes Bild, das vie-
le Details zeigt. Die Oberfläche erscheint stark strukturiert, vier herausstehende
Monomere dominieren die Oberfläche. Außerdem ist pro Einheitszelle eine große
Pore auszumachen. Die z-Differenz zwischen höchstem und niedrigstem Punkt im
korrelationsgemittelten Bild beträgt ungefähr 0.5 nm. In Wirklichkeit dürfte die
Rauhigkeit der S-Layeroberfläche wesentlich größer sein. Für den Abbildungs-
fehler ist zum einen der endliche Spitzenradius verantwortlich. Vom Hersteller
wird er nominell mit 10 nm angegeben. Ein weiterer Faktor ist die Kraft, mit der
die Spitze auf die Oberfläche drückt. Schon sehr kleine Änderungen des setpoints
ergaben stark veränderte Abbildungen. Außerdem begrenzen elektrostatische Ab-
stoßungen die erreichbaren Auflösungen. Bei Verwendung von Elektrolyten mit
höherer Ionenstärke konnte tiefer in die Poren
”
hineingesehen“werden. Dafür wa-
ren oberflächliche Details verschwunden [61].
Ein auffälliger experimenteller Befund war, dass nicht zwei unterschiedliche
Seiten des S-Layers abgebildet wurden. Daher wird angenommen, dass sheets mit
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Abbildung 3.8:
Links: AFM-Abbildung eines auf HOPG adsorbierten S-Layers von B. sphaericus
in der Flüssigkeitszelle. Im Gegensatz zu Abbildungen an Luft hat der S-Layer
hier eine Höhe von ∼ 10 nm (Höhenprofil im Bild links oben). Die Höhe an Luft
getrockneter S-Layer beträgt dagegen 5nm
Rechts: Abbildung der S-Layeroberfläche von B. sphaericus. Sichtbar ist die Gren-
ze, in der zwei kristalline Bereiche aufeinanderstoßen. Die unterschiedliche Ori-
entierung dieser Gitter ist bis in die Grenze hinein identifizierbar. Das spricht
dafür, dass die Abbildung kein kollektives Phänomen vieler Einheitszellen mit
der Spitze ist, sondern die Spitze nur sehr lokal mit dem Protein wechselwirkt.
Deutlich wird aber auch, dass die Auflösung in Scanrichtung (horizontal) besser
ist als senkrecht dazu.
der hydrophoberen Außenseite zum Substrat gerichtet adsorbieren. Die hydrophi-
lere und rauhere Innenseite [15] zeigt dann zur wässrigen Phase und erscheint in
allen Abbildungen.
Eine Strategie, die glattere Außenseite des S-Layers zu untersuchen, bestand
in der Abbildung von tubes. Bei diesen zeigt die äußere S-Layerseite sowohl zum
Substrat als auch in Richtung Flüssigphase. Beim Auftrocknen von gealterten
Proteinlösungen auf Silizium sind tubes als charakteristische doppelschichtige Ge-
bilde zu beobachten (vergleiche Kapitel 3). Bei Untersuchungen in der Flüssig-
keitszelle konnten trotz vielfacher Versuche keine stabil abbildbaren tubes ge-
funden werden. Wohl aber wurden Monolagen beobachtet, deren Habitus die
Schlussfolgerung stark nahelegen, dass sie durch Aufbrechen aus tubes gebildet
worden sind. Es wird daher vermutet, dass hydrodynamische Kräfte oder die me-
chanische Wechselwirkung mit der Spitze zum Aufbrechen der tubes in Flüssigkeit
führen. Wahrscheinlich wird dieser Prozess auch durch eine energetisch bevorzug-
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Abbildung 3.9: Hochauflösende AFM-Aufnahme des S-Layers von Bacillus sphae-
ricus. Links die unbearbeiteten Rohdaten, in der Mitte das Fourierspektrum und
rechts das Ergebnis der Korrelationsmittelung.
te Adsorption der hydrophoberen Außenseite auf dem Substrat begünstigt.
3.3 Elektronische Struktur des S-Layers
Für das Verständnis und gezielte Veränderungen der physikalischen und che-
mischen Eigenschaften des Hybridsystems Biotemplat - Metallcluster genügt es
nicht, ausschließlich die elektronische Struktur der anorganischen Nanopartikel
zu betrachten. Detaillierte Kenntnisse der elektronischen Eigenschaften des Pro-
teintemplates sind notwendig [62]. Mit wenigen Ausnahmen sind derartige Daten
zum heutigen Zeitpunkt nicht verfügbar. Grundlegendes Hindernis für die experi-
mentelle Untersuchung der elektronischen Struktur von Proteinen ist deren hohe
Strahlungsempfindlichkeit. Auch die saubere Präparation dünner Schichten stellt
eine große Herausforderung dar. Auf der anderen Seite ist die Rechenleistung für
eine numerische Modellierung des Systems derzeit nicht vorhanden. Die kleinste
mögliche Einheitszelle für den S-Layer bestünde aus 4 Monomeren, gleichbedeu-
tend mit über 62000 Atomen! Sehr wohl ist es in den letzten Jahren gelungen, die
elektronische Struktur kleinerer Peptidketten zu modellieren [63, 64, 65]. Diese
Ergebnisse liefern wertvolle Hinweise auf die elektronische
”
Signatur“ chemischer
Gruppen.
Für die spektroskopischen Messungen am Berliner Speicherring für Synchro-
tronstrahlung (BESSY) wurde das Protein auf Siliziumsubstraten immobilisiert
(vergleiche Anhang A.10). Die Belegung aller Proben wurde nach der Messung
mit REM charakterisiert. Der Bedeckungsgrad lag zwischen 80 und 90 % (Abbil-
dung 3.10). Bezogen auf die während der Messung bestrahlte Fläche von ∼ 20 µm
x 80 µm können die Proben als homogen bezeichnet werden. Das bestätigt auch
die hohe Reproduzierbarkeit der Messergebnisse an verschiedenen Stellen dersel-
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Abbildung 3.10: REM-Abbildung
einer mit PES und NEXAFS
charakterisierten Probe bei 1 kV
Beschleunigungsspannung. Die
dunklen Flächen sind mit einer
oder mehreren Monolagen S-Layer
von B. sphaericus belegt, nur an
den hellen liegt das Siliziumsub-
strat frei.
ben Probe sowie an unabhängig voneinander präparierten Proben.
Abbildung 3.11: C-1s NEXAFS-
Spektrum des S-Layers von Bacil-
lus sphaericus NCTC 9602. Der
Bereich von π*-Resonanzen ist
grau schattiert und im unteren Teil
vergrößert dargestellt. Besonders
deutlich sind zwei Übergänge in
unbesetzte Orbitale. Diese können
den C=C bzw. C=O Doppelbin-
dungen zugeordnet werden. Rechts
oben dargestellt ist das NEXAFS-
Spektrum nach Bestrahlung der
Probe mit dem zero-order beam.
Die Energieauflösung der Photo-
nen lag bei 80 meV FWHM.
Das C-1s NEXAFS-Spektrum (Abbildung 3.11) enthält Informationen über
C-2p-abgeleitete unbesetzte Zustände [66]. Das entspricht einem wichtigen Teil
aller unbesetzten elektronischen Niveaus, da Kohlenstoff an einem großen Teil
aller Bindungen beteiligt ist. Hybridorbitale, an denen keine Kohlenstoffatome
beteiligt sind, werden vom C-1s NEXAFS-Spektrum nicht erfasst. Die schar-
fen Maxima im Energiebereich von 283 eV bis 289 eV werden durch Übergänge
in π*-Orbitale hervorgerufen. Hingegen erzeugen Anregungen in σ*-Orbitale bei
Energien über 290 eV aufgrund ihrer kurzen Lebensdauer sehr breite und schwer
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interpretierbare Resonanzen. Das beobachtete Spektrum kann dem S-Layer zuge-
ordnet werden, da es nach Denaturierung des Proteins fast komplett verschwindet.
Bestrahlung mit dem hochintensiven zero-order beam oder Erwärmung der Probe
über 90°C führen zu derartigen Zuständen.
Abbildung 3.12: Experimentell er-
mittelte NEXAFS-Spektren indivi-
dueller Aminosäuren an der C-1s
Kante [67, 68]. Glycin (Gly) weist
beispielsweise nur eine C=O Dop-
pelbindung auf, während Phenyl-
alanin (Phe) zusätzlich einen aro-
matischen Ring (C=C Doppelbin-
dungen) hat. Die C=N Doppelbin-
dung schließlich erscheint hier im
Histidin (His).
Das erhaltene C-1s → π*- Spektrum des Proteins ähnelt stark den an Ami-
nosäuren und kleinen Peptiden gemessenen Spektren (Abbildung 3.12). Aufgrund
der Ergebnisse theoretischer Untersuchungen von Carravetta et al. [69] ist zu er-
warten, dass die bei der Peptidbildung zusätzlich entstehenden Bindungen kei-
ne nennenswerte Änderung der NEXAFS-Spektren von Aminosäuren und den
daraus gebildeten Peptiden hervorrufen. Eine Interpretation des Proteinspek-
trums als Superposition der Signale individueller Aminosäuren erscheint daher
gerechtfertigt. Durch Vergleich mit bekannten Spektren verschiedener Aminosäur-
en können nach dem building-block model folgende Aussagen gemacht werden: das
Maximum mit der niedrigsten Energie von 284.5 eV kann Übergängen in unbe-
setzte Orbitale von C=C Doppelbindungen aus aromatischen Ringen zugeordnet
werden. Da im Protein C=C Doppelbindungen mit unterschiedlichen atomaren
Nachbarn und daher auch leicht unterschiedlicher Energie existieren, gibt es meh-
rere Beiträge zum LUMO. Das LUMO des S-Layers kann daher auch nicht nur
mit einem Peak approximiert werden.
Der zweite, wesentlich größere Peak bei einer Photonenenergie von 288 eV
kann der Anregung in C=O Orbitale von Carboxylgruppen zugeschrieben wer-
den. Die nächsten Nachbarn aller C=O Doppelbindungen gleichen sich chemisch.
Daher ist dieser Peak auch wesentlich weniger strukturiert als der bei 284.5 eV .
Die Flanke der C=O Resonanz fällt bei 287 eV zusammen mit dem erwarteten
C=N 1s → π* Übergang und bildet dort eine Schulter. Auch zur C=N Resonanz
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gibt es nur einen einfachen Beitrag.
Die Intensitätsverhältnisse der drei Peaks im Bereich der π*-Übergänge wer-
den hauptsächlich von der relativen Häufigkeit der beteiligten Bindungen be-
stimmt. Insbesondere fällt die geringe Intensität der C=C Resonanz auf, woraus
auf einen geringen Gehalt an Aminosäuren mit aromatischen Ringen geschlossen
wird. Dieser Befund steht in Übereinstimmung mit der publizierten Sequenz des
S-Layers von Bacillus sphaericus NCTC 9602 [24]. Danach beträgt der Anteil
von Aminosäuren mit aromatischen Ringen im S-Layerprotein weniger als 11 %.
Abbildung 3.13: O-1s NEXAFS-Spektrum (links) und N-1s Spektrum (rechts)
des S-Layers von B. sphaericus.
Ebenfalls gemessen wurden die N-1s und O-1s NEXAFS Spektren (Abbildung
3.13). Sie sind gekennzeichnet durch jeweils einen scharf definierten 1s → π* -
Übergang und eine breite 1s → σ* - Strukturen. Wird die entsprechende Lage der
1s - core levels berücksichtigt, so können diese Kurven gut mit dem C=N resp.
C=O Peak im C-1s NEXAFS Spektrum in Übereinstimmung gebracht werden.
Die Energieüberlappung kann durch die Bildung von Hybridorbitalen in C=N
und C=O Bindungen verstanden werden. Dieser Befund stützt die Richtigkeit
der Interpretation des C-1s NEXAFS Spektrums. Nach der Charakterisierung der
unbesetzten elektronischen Zustände sollen nun die besetzten behandelt werden.
Diese wurden mit Photoemissionsspektroskopie charakterisiert.
Das mit 600 eV aufgenommene Photoemissionsspektrum des auf Silizium im-
mobilisierten S-Layers (Abbildung 3.14) zeigt vorallem die Linien kernnaher Orbi-
tale der beteiligten Atome, da die Anregungsenergie dafür ausreichend ist. Neben
den in Proteinen vorkommenden Elementen Kohlenstoff, Stickstoff und Sauer-
stoff ist das Silizium. Silizium beziehungsweise an Silizium chemisch gebunde-
ner Sauerstoff ist präsent, da die Bedeckung der Oberfläche mit S-Layern nicht
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Abbildung 3.14: Komplettes Pho-
toemissionsspektrum des nativen
S-Layers von B. sphaericus aufge-
nommen mit hν = 600 eV . Die
Energieskala bezieht sich auf die
Fermienergie EF . Die O-1s, N-1s
und C-1s Peaks sind vergrößert
dargestellt.
vollständig ist. Die O-1s und N-1s Peaks haben eine einfache Form. Diese kann aus
einer Lorentz-Funktion durch Faltung mit einem Gauss-Peak abgeleitet werden
und wird Voigt-Funktion genannt. Der C-1s Peak ist dagegen komplexer. Eine
gute Approximation ist bei Verwendung von drei Lorentz-abgeleiteten Maxima
möglich. Deren Lage unterscheidet sich um bis zu 3 eV . Das ist ein klares Indiz
dafür, dass Kohlenstoff in verschiedenen chemischen Konfigurationen existiert.
Abbildung 3.15: Diagrammteil a
zeigt die Valenzbandspektren des
auf Silizium immobilisierten S-
Layers und des Siliziumsubstrates
ohne Protein (grau schattiert). Die
effektive Energieauflösung betrug
150 meV . Das PE-Signal des S-
Layers kann durch geeignete Sub-
traktion beider Spektren erhalten
werden. Das Differenzspektrum ist
im Teil b dargestellt.
Zur Untersuchung des Valenzbandes mit PES wurde eine Photonenenergie von
40.8 eV gewählt. Dieser Wert stellt einen Kompromiss zwischen einem möglichst
großen Anregungsquerschnitt von 2p-Zuständen der Elemente C, N sowie O und
der erwünschten hohen Oberflächensensitivität dar. Das für S-Layer auf Silizi-
umsubstrat erhaltene Valenzbandspektrum (Abbildung 3.15a) enthält Signalan-
teile der organischen und der anorganischen Phase. Eine Separation des vom
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S-Layer stammenden PE-Signals kann durch geeignete Differenzbildung mit dem
Substratspektrum (aufgenommen bei gleicher Photonenenergie) erfolgen. Im Er-
gebnis entsteht ein PE-Spektrum für den S-Layer, das drei deutlich voneinan-
der getrennte Maxima aufweist (Abbildung 3.15b). Das Maximum des höchsten
besetzten Molekülorbitals (HOMO - Highest Occupied Molecular Orbital) liegt
6 eV unter der Fermienergie. Das HOMO ist schmal ausgebildet. Auf niedrige-
rem Energieniveau schließt sich ein breiterer, strukturierter Peak (A) an. Sein
Maximum liegt 4.5 eV unterhalb des HOMO beziehungsweise 10.5 eV unterhalb
der Fermienergie. Mit noch größerer Bindungsenergie von 15 eV folgt ein weniger
deutlicher Peak (B).
Die Interpretation des Spektrums wird erschwert von der Tatsache, dass Valenz-
band-PES im Gegensatz zu NEXAFS nicht elementspezifisch ist. Daher kann hier
nur aus Vergleichen Schlüsse gezogen werden. Für die Interpretation wird auf die
Ergebnisse numerischer Untersuchungen an Peptiden [63, 64, 65] zurückgegrif-
fen. Danach kommen die hauptsächlichen Beiträge für das HOMO von π-Wolken
aromatischer Ringe sowie von nicht in Bindungen involvierten Elektronenpaa-
ren (lone pairs) des Sauerstoffs und Stickstoffs. Struktur A wird dagegen von
σ-ähnlichen Bindungen zwischen Kohlenstoff und Wasserstoff und Struktur B
von σ-Bindungen zwischen Kohlenstoffatomen hervorgerufen.
Die Einordnung des NEXAFS-Spektrum auf der Skala der Bindungsenergien
kann durch die Bestimmung der Fermienergie geschehen. Die zum Auftreten eines
Emissionsstromes nötige minimale Anregungsenergie entspricht der Differenz der
Bindungsenergien zwischen dem Rumpfniveau, beispielsweise dem C-1s, und der
Unterkante des LUMO. EF im NEXAFS-Spektrum wird gefunden, indem von
diesem Wert die aus PE-Messungen erhaltene Bindungsenergie (bezogen auf die
Fermienergie) des Rumpfniveaus abgezogen wird.
Die Gesamtdarstellung der elektronischen Struktur des S-Layerproteins ist
in Abbildung 3.16 ersichtlich. Die Energielücke zwischen HOMO und LUMO
wurde zu ∆ ∼ 3.0 eV bestimmt. Der zweidimensionale Proteinkristall ähnelt
damit einem Halbleiter. Das Ferminiveau befindet sich in direkter Nachbarschaft
zur Untergrenze des LUMO.
Die zur elektronischen Struktur des S-Layers erhaltenen Informationen sind
bedeutsam für das Verständnis der physikalischen und chemischen Eigenschaften
des S-Layers beziehungsweise von Protein-Metallcluster-Hybridsystemen. Insbe-
sondere von großem Interesse ist die Frage, ob sich das Ferminiveau derart anhe-
ben lässt, dass Zustände im LUMO besetzt werden. Hier wird eine Analogie zu
den Fulleriden gesucht, bei denen es möglich ist, durch Doping mit Alkali- und
Erdalkalimetallen einen elektrisch leitfähigen Zustand herzustellen [70, 71]. Das
rigid band model liefert eine Erklärung für den an C60 beobachteten Effekt. Da-
40 KAPITEL 3. S-LAYER ALS TEMPLAT
Abbildung 3.16: Elektronische Struktur des S-Layers von Bacillus sphaericus
NCTC 9602, zusammengesetzt aus den Ergebnissen der PES und NEXAFS Un-
tersuchungen. Das Protein weist zwischen HOMO und LUMO eine Energielücke
von ∆ ∼ 3.0 eV auf. Das Ferminiveau kommt der Untergrenze des LUMO sehr
nahe.
nach geben die Dotierungsatome Elektronen an die C60-Strukturen ab, ohne deren
Energieniveaus nennenswert zu verändern. Die zusätzlichen Elektronen besetzten
dann Zustände im LUMO, was einer Anhebung der Fermienergie gleichkommt.
Bezogen auf den S-Layer sind zum jetzigen Zeitpunkt mehrere Möglichkeiten zur
Manipulation denkbar: Wie beim Doping der C60-Fulleride kann versucht werden,
durch physikalische Gasphasenabscheidung Elektronendonatoren einzubringen.
Bei einem derartigen Vorgehen muss immer die geringe Temperaturstabilität der
Proteinstruktur beachtet werden. Daneben könnten Elektronendonatoren auch
chemisch aus wässrigen Lösungen angebunden werden. Als Elektronendonatoren
bieten sich hier Komplexe mit Zentralionen an, die noch in eine höhere Oxidati-
onsstufe übergehen können.
Kapitel 4
Synthese von Edelmetallclustern
auf S-Layern
4.1 Verfahren
Die klassische Synthese von Metallkolloiden basiert auf der Reduktion von Lösun-
gen entsprechender Metallsalze. Die Keimbildung erfolgt dabei ausschließlich in
der Flüssigphase, weshalb derartige Prozesse als homogen nukleiert bezeichnet
werden.
Soll die Synthese von Edelmetallclustern in wässriger Umgebung durch bak-
terielle Oberflächenproteine gesteuert werden, so muss am Biotemplat eine he-
terogene Nukleation stattfinden. Die Anbindung von Metallkomplexen an den
S-Layer hat sich dabei als essentiell herausgestellt [48, 10, 15]. Dieser erste Pro-
zessschritt der Inkubation des S-Layerproteines mit einer Metallkomplexlösung
wird im folgenden als Aktivierung bezeichnet. In der Regel kommt es dabei nur
zur Anbindung eines Bruchteiles der zur Clusterbildung notwendigen Menge Me-
tallkomplexe.
Durch Zugabe eines Reduktionsmittels wird in der Folge die Bildung metalli-
scher Cluster ausgelöst. Dabei kommt es zur Konkurrenz zwischen dem Wachstum
von Keimen, die am S-Layer heterogen gebildet werden und denen, die homogen
in Lösung entstehen können. Das Verhältnis der Kinetiken beider Mechanismen
beeinflusst den Endzustand der Metallabscheidung grundlegend. Nur wenn die
heterogene Keimbildung den Gesamtprozess dominiert, ist ein Einfluss des Bio-
templates auf die Clustersynthese zu erwarten.
Die wichtigsten Parameter der Clustersynthese sind Art und Konzentration
der Metallkomplexe und des Reduktionsmittels, das Masseverhältnis zwischen
Protein und Metall sowie die Temperatur. Des weiteren kann die Metallisierung
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mehrstufig durchgeführt werden. Durch die Möglichkeit, Metallkomplexe und Re-
duktionsmittel in Dialyseschritten zu entfernen, kann Einfluss auf den Ablauf der
Clusterbildung genommen werden.
Die Anbindung hydrolysierter Pt2+-Komplexe an S-Layer wurde eingehend
UV/VIS spektroskopisch von Wahl untersucht [15]. Die Ergebnisse legen nahe,
dass es am S-Layer von Bacillus sphaericus zur Anbindung von bis zu 300 Kom-
plexen pro Monomer kommt. Die Natur des Bindungsmechanismus ist nicht ab-
schließend geklärt. Da der S-Layer nachgewiesenermaßen über Ladungszentren
verfügt, wäre eine elektrostatische Komplexanbindung möglich. Die bevorzugte
Anbindung zweifach hydrolysierter, neutraler Spezies lässt einen derartigen Bin-
dungsmechanismus aber eher unwahrscheinlich erscheinen. Die zweite Möglich-
keit ist die kovalente Bindung der Komplexe an das Protein. Ein Indiz dafür ist,
dass sich nach chemischem Blocken der freien Aminogruppen des Proteins durch
Acylierung mit DSP (3,3’-Dithiobispropionsäure-N-Hydroxysuccinimidester) die
Anbindung merklich verringert. Möglicherweise kommt es auch zur Bildung von
Komplexen mit Teilen der Peptidbindungen [72].
Zur Reduktion von an DNA sowie der Aminosäure Histidin gebundenen Pla-
tinkomplexen hat Colombi Ciacchi et al. theoretische Betrachtungen mit moleku-
lardynamischen Rechnungen durchgeführt [73, 74]. Ein Ergebnis daraus ist, dass
die Reduktion von am Biotemplat gebundenen Komplexen unter bestimmten
Umständen energetisch favorisiert ist. Im weiteren Ablauf der Reaktion kommt
es zu Pt-Pt Bindungen mit Komplexen aus der Lösung, wodurch der Cluster
autokatalytisch weiterwächst[75].
Aus der Kolloidchemie sind eine Vielzahl von Verfahren bekannt, nach de-
nen Edelmetallsalze in wässrigen Lösungen zu wenige Nanometer großen Parti-
keln reduziert werden können [76, 77]. Als Reduktionsmittel werden beispiels-
weise gasförmiger Wasserstoff [78], Borane [79], Alkohol, Citrat [80] oder γ-
Strahlung [81] eingesetzt. Die synthetisierten kolloidalen Partikel unterscheiden
sich in Größe, Form und Stabilität.
Nicht alle diese Reduktionsmittel sind tatsächlich für die Reduktion in An-
wesenheit von S-Layern einsetzbar. Viele Prozeduren erfordern Temperaturen,
pH-Werte oder Strahlung, die mit dem Biotemplat nicht kompatibel sind.
Hochdisperses, kolloidales Metall befindet sich aufgrund der Grenzflächen-
energie in einem hochenergetischen Zustand und hat die starke Tendenz zur Ag-
glomeration. Bei herkömmlichen Kolloiden stellt die Stabilisierung ein Hauptan-
liegen der Synthese dar. Sie kann elektrostatisch durch Polyanionen wie Citrat
[82] oder sterisch durch Adsorption von Polymeren [83] oder amphiphilen Mo-
lekülen erreicht werden. Im Falle der templatgesteuerten Synthese stabilisiert der
S-Layer die Metallcluster weitgehend.
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Aus dem Vorangegangenen ergeben sich insbesondere folgende Fragen:
Können durch Messung der elektronischen Struktur wie am nativen S-Layer-
protein weitere Erkenntnisse über den Bindungsmechanismus der Komplexe an
das Protein sowie über die Eigenschaften der synthetisierten Metallcluster ge-
wonnen werden?
Wie unterscheiden sich die durch Reaktion mit verschiedenen Reduktionsmitteln
erzeugten Metallcluster?
Ist es möglich, analog zu den etablierten Metallisierungsprozeduren für Platin und
Palladium, Cluster weiterer Edelmetalle templatgesteuert zu synthetisieren?
4.2 Platin
4.2.1 PES und NEXAFS Untersuchungen
Zur Messung der elektronischen Struktur aktivierter und metallisierter S-Layer
wurden Proben mit Silizium als Substrat hergestellt (siehe Anhang A.10). Bei
den Messungen wurde wie in Kapitel 3.3 beschrieben vorgegangen.
Das Photoemissionsspektrum der aktivierten S-Layer in Abbildung 4.1 links
zeigt zusätzlich zu den schon beim nativen S-Layer (vergleiche Abbildung 3.14)
enthaltenen C-1s und Si-2p Rumpfniveaus auch Cl-2p und Pt-4f Peaks. Das de-
monstriert die Anbindung von Platinkomplexen an die Probe. Die O-1s und N-1s
Linien sind hier nicht enthalten, da die Anregungsenergie von 400 eV dafür zu
gering war.
Die Hauptaussage des C-1s NEXAFS Spektrums (Abbildung 4.2) aktivierter
S-Layer ist, dass die Doppelbindungen des Kohlenstoffes im Protein im Vergleich
zum nativen Zustand keine signifikanten Änderungen erfahren. Diese Aussage
gilt insbesondere für die C=C und C=O Doppelbindungen, da deren Resonan-
zen in diesem Spektrum deutlich ausgebildet sind. Kleinere Änderungen an den
C=N Doppelbindungen werden hier nicht ersichtlich. Die Untersuchung der C=N
Doppelbindungen im N-1s NEXAFS Spektrum ist in Zukunft notwendig. Für die
Bindung der Platinkomplexe an das Protein erscheint daher die Interaktion mit
dem Carbonyl-Sauerstoff der Peptidbindung unwahrscheinlich.
Im PE-Spektrum des Valenzbandes (rechtes Diagramm der Abbildung 4.1)
der aktivierten S-Layer bleibt die Form des HOMO und zwei weiterer Struktu-
ren im Vergleich zu nativen S-Layern zwar ähnlich, die Obergrenze des HOMO
rückt aber deutlich näher an die Fermigrenze heran. Nach der Interpretation aus
Abschnitt 3.3 wird das HOMO nativer S-Layer hauptsächlich durch Beiträge von
π-Elektronen aromatischer Ringe gebildet. Eine mögliche Erklärung für die die
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Abbildung 4.1: PE-Spektren der mit Platin aktivierten und metallisierten S-Layer
von B. sphaericus.
Links: Übersichtsspektrum. Für beide Proben ist der Pt-4f Peak vergrößert dar-
gestellt.
Rechts: Valenzbandspektren mit Vergleich zu nativen S-Layern. Insbesondere die
Herkunft der Zustände an der Fermigrenze bei der metallisierten Probe wurden
untersucht (Einsatz links oben).
beobachtete Verbreiterung des HOMO besteht daher im Elektronentransfer in
π-Elektronensysteme des Proteins.
Der Zustand nach der Reduktion des Platins durch Dimethylaminoboran
(DMAB) wurde an der metallisierten Probe untersucht. Im PE-Spektrum (Ab-
bildung 4.1 links) verschwindet der Cl-2p Peak völlig, da durch die Reduktion des
Pt2+-Zentralions die Bindung zu den Liganden zerstört wird und die Chloridio-
nen beim folgenden Spülschritt entfernt werden. Die Pt-4f Peaks sind schärfer und
um 1.1 eV zu niedrigeren Bindungsenergien verschoben. Die niedrigere Bindungs-
energie ist durch die Änderung der Oxidationsstufe des Platinatoms verständlich.
Die breitere Ausbildung der Pt-4f Peaks der aktivierten Probe kann in mehre-
ren, nichtäquivalenten Bindungsverhältnissen der Platinkomplexe begründet sein.
Nach der Reduktion dagegen existieren die Platinatome nur noch in einem ein-
zigen, dem metallischen Bindungszustand. Das Pt-4f7/2-Signal der metallisierten
Probe erscheint bei einer Bindungsenergie von 70.7 eV . Dieser Wert entspricht
der Bindungsenergie von reinem metallischen Platin in makroskopischer Form
[84].
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Abbildung 4.2: NEXAFS-Spektren
der mit Platin aktivierten und me-
tallisierten S-Layer von B. sphaeri-
cus.
Das Valenzbandspektrum der metallisierten S-Layer (Abbildung 4.1 rechts)
zeigt deutlich elektronische Zustände bis an die Fermigrenze; ein Spektrum, wie
es für Metalle charakteristisch ist. Um zu untersuchen, ob die Zustände an der
Fermigrenze durch metallisches Platin hervorgerufen werden, wurde zusätzlich
ein Spektrum im Cooper-Minimum von Platin bei 150 eV aufgenommen. Bei
dieser Photonenenergie ist der Wechselwirkungssquerschnitt für Anregung der
Pt-4d Zustände vernachlässigbar klein. Das Erscheinen mit metallischem Pla-
tin assoziierter elektronischer Zustände im Spektrum wird dadurch unterdrückt.
Tatsächlich verschwindet das Signal an der Fermikante bei 150 eV , während es es
bei 105 eV klar sichtbar ist. Das bei 150 eV aufgenommene Spektrum des HOMO
entspricht dem des nativen S-Layers und unterscheidet sich von dem des akti-
vierten S-Layers. Daraus wird geschlossen, dass es bei der metallisierten Probe
zu keinem Ladungstransfer vom Platin in Molekülorbitale des S-Layers kommt.
Aus dem C-1s NEXAFS Spektrum (Abbildung 4.2) metallisierter S-Layer
im Vergleich zum nativen Zustand kann wiederum abgeleitet werden, dass die
Doppelbindungen des Kohlenstoffes im Protein auch nach der Reduktion mit
DMAB weitestgehend intakt sind.
4.2.2 Vergleich von Reduktionsmitteln
Eine schnelle und vollständige Reduktion von Pt2+-Komplexen kann durch Di-
methylaminoboran (DMAB) in wässriger Lösung erreicht werden [85]. Die auf
das System S-Layer - Platin angepasste Vorschrift ist in Anhang A.4 beschrie-
ben. Abbildung 4.3 zeigt das Ergebnis einer Metallisierung des S-Layers von B.
sphaericus durch Reduktion mit DMAB. Im Endzustand liegen separierte Clu-
ster vor. Die äußere Form ihrer Verteilung auf der Probe macht deutlich, dass
sie mit dem S-Layer assoziiert sind. Nicht an das Templat gebundene Partikel
sind in dieser Abbildung nicht zu finden. Es ist keine periodische Anordnung der
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Abbildung 4.3: TEM-Abbildung
eines mit Platin metallisierten S-
Layers von B. sphaericus. Als
Reduktionsmittel wurde DMAB
verwendet. Zur Präparation der
TEM-Probe siehe Anhang A.7.
Cluster entsprechend dem Gitter des S-Layers sichtbar.
Die fehlende laterale Ordnung der Platincluster entsprechend der Symmetrie
des Templates sollte seinen Grund in der großen Reduktionsgeschwindigkeit ha-
ben. Dadurch kommt es zu einer hohen Übersättigung der Lösung an Pt0-Spezies,
die zur Bildung homogen nukleierter Cluster führt. Diese können im folgenden
ebenfalls auf dem S-Layer adsorbieren, zeigen aber nicht die Symmetrie des Tem-
plates. Nach Wahl [15] kann die Ordnung durch eine gestaffelte Metallisierung,
bei der die Keime in einem separaten Schritt gebildet werden, erhöht werden.
Abbildung 4.4: TEM-Abbildung
eines durch Reduktion mit Phos-
phatpuffer und Natriumazid me-
tallisierten S-Layers von B. sphae-
ricus (Präparation siehe Anhang
A.4). Links oben ist das Fourier-
spektrum des Bereiches mit nur
einer Lage Protein (rechte unte-
re Hälfte des TEM-Bildes) darge-
stellt. Es zeigt Maxima für eine
Periodizität von 13 nm. Das ent-
spricht exakt der Gitterkonstante
des S-Layers.
Bei Verwendung eines langsamer reagierenden Reduktionsmittels sollte das
Clusterwachstum an energetisch bevorzugten Positionen auf dem Templat be-
günstigt werden. Aus der Arbeit von Kirsch [48] ist bekannt, dass Phosphat-
puffer zusammen mit Natriumazid schwach reduzierend wirkt und zur Bildung
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geordneter metallischer Cluster auf S-Layern führt (Abbildung 4.4). Aus mit dem
UV/VIS-Spektrometer aufgenommenen Reaktionskinetiken (Abbildung 4.5) kann
geschlossen werden, dass dieser Effekt bei Verwendung von Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan-Puffer (TRIS) zusammen mit Natriumazid unter ansonsten glei-
chen Verhältnissen nicht auftritt.
Abbildung 4.5: Durch UV/VIS
Spektroskopie bei λ = 600 nm auf-
genommene Kinetiken der Metall-
clusterbildung. Die mit der Zeit an-
steigende Kurve bei Reduktion mit
Phosphatpuffer und Natriumazid
zeigt Partikelwachstum über Stun-
den an. Eine derartige Reaktion ist
bei Verwendung von TRIS-Puffer
anstatt von Phosphatpuffer nicht
zu beobachten.
Die Clustergröße beziehungsweise ihre Verteilung stellt ein Maß für die Dis-
persität und die spezifische Oberfläche des Edelmetalles dar. Vergleichende Un-
tersuchungen zur Clustergröße wurden daher unter Verwendung verschiedener
Reduktionsverfahren mit dem S-Layer von Sporosarcina ureae durchgeführt (Ab-
bildung 4.6). Unter Beachtung gleicher Konzentrationen wurde jeweils eine Me-
tallisierung mit Phosphatpuffer und Natriumazid (PP) und mit DMAB nach der
Standardvorschrift in Anhang A.4 durchgeführt. Zusätzlich wurde ein weiteres
TEM-Netzchen von Probe PP hergestellt und nach einem Spülschritt durch Auf-
legen auf einen Tropfen 3 mM DMAB nachreduziert. Zur Auswertung wurde
die Größe der Cluster auf den TEM-Bildern mit halbautomatischer Bildauswer-
tesoftware ausgemessen (vergleiche Anhang A.9). Eine exakte Bestimmung der
Durchmesser kleiner Cluster mit TEM ist problematisch. Es bestehen Unsicher-
heiten von bis zu 1 nm [86]. Daher wurde die Cluster Größenklassen von 1nm bis
2 nm, von 2 nm bis 3 nm usw. zugeordnet und ihre relative Häufigkeit dargestellt
(Diagramm in Abbildung 4.6 oben). Cluster kleiner als 1nm und größer als 10nm
wurden nicht betrachtet.
Die durch Reduktion mit Phosphatpuffer und Natriumazid auf dem S-Layer
entstandenen Platincluster sind sehr klein. Der über die Teilchenzahl gemittel-
te Durchmesser beträgt nur 1.9 nm. Zum Vergleich: ein Platincluster mit 2 nm
Durchmesser setzt sich aus weniger als 300 Atomen zusammen. Seine spezifische
Oberfläche beträgt 140m2/g. Die Anordnung der Cluster auf dem S-Layer von
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Abbildung 4.6: Vergleich der Platinclustergrößen metallisierter S-Layers von S.
ureae. Links reduziert mit Phosphatpuffer und NaN3 (PP), in der Mitte wur-
den metallisierte S-Layer derselben Probe nach Adsorption an das TEM-grid mit
DMAB nachreduziert (PP + DMAB) und rechts eine einstufige Metallisierung
mit DMAB. Keine dieser Proben zeigte eine regelmäßige Anordnung der Platin-
cluster.
S. ureae folgt erstaunlicherweise keiner Ordnung. Im Gegensatz zum S-Layer von
B. sphaericus (Abbildung 4.4) sind im Fourierspektrum keine Maxima sichtbar.
Bei der Reduktion mit Phosphatpuffer und Natriumazid bilden sich neben den
feinen Metallclustern auf dem S-Layer auch eine Anzahl großer sphärischer Parti-
kel (Abbildung 4.7). Oft ist keine Assoziation mit dem Proteintemplat erkennbar,
daher wird von homogener Nukleation ausgegangen. Ihre Natur konnte bislang
nicht geklärt werden, da sie für Netzebenenabbildung im TEM zu dick sind. Die
Bildung solcher Partikel ist naturgemäß unerwünscht, da sie die durch Biotem-
plating erreichte hohe Dispersion des Metalles herabsetzen. Außerdem stellen sie
einen Störfaktor für Trübungsexperimente mit dem UV/VIS-Spektrometer dar
und müssen bei der Interpretation der Ergebnisse unbedingt beachtet werden.
Durch nachträgliche Reduktion vorher genannter Probe PP mit DMAB steigt
die mittlere Clustergröße deutlich auf 2.8 nm an (Probe PP + DMAB). Die
große Anzahl der dazu nötigen Platinatome kann nicht von Platinkomplexen aus
Lösung stammen, da diese durch den Waschschritt entfernt wurden. Vielmehr
muss Platin in nichtmetallischer Form schon vor dem Reduktionsschritt auf dem
TEM-Netzchen enthalten sein. Einerseits wäre dies in Form weiterer am Pro-
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Abbildung 4.7: Mit Phosphatpuf-
ferreduktion metallisierte S-Layer
von B. sphaericus (TEM-Bild).
Neben den mit feinsten Platin-
clustern metallisierten sheets liegt
ein sehr großer sphärischer Partikel
(mit Pfeil gekennzeichnet) vor.
tein gebundener Pt(II)-Komplexe denkbar. Dagegen spricht, dass an Probe PP
bei Bestrahlung mit Elektronen im TEM kein Wachstum der Cluster bemerkt
wurde. Andererseits kommen Niederschläge als Quelle zusätzlicher Platinatome
in Frage. Diese sind oft auf Proben zu beobachten, die mit Phosphatpuffer und
Azid präpariert worden sind. Bei Zugabe eines starken Reduktionsmittels könn-
ten daraus Pt0-Spezies freigesetzt werden, die durch Diffusion in der flüssigen
Phase oder entlang der Oberfläche die schon vorhandenen Platincluster errei-
chen. Auf der mit DMAB nachreduzierten Probe waren keine mit Niederschlägen
in Verbindung zu bringenden Partikel mehr vorhanden.
Durch hochauflösende TEM konnten die Pt-(111) Netzebenen abgebildet wer-
den. Für die größeren Cluster der Probe PP + DMAB betrug der Netzebenenab-
stand in sehr guter Übereinstimmung mit bulk-Pt 2.28 Å. Der Abstand der (111)
Netzebenen bei bulk-Pt beträgt 2.27 Å. An den sehr kleinen Clustern von Probe
PP wurden etwas größere Werte von 2.30 Å ermittelt.
Verhältnismäßig groß sind vergleichsweise die durch einstufige Reduktion mit
DMAB entstandenen Cluster. Ihr mittlerer Durchmesser beträgt 3.9 nm und die
Größenverteilung ist wesentlich breiter. Obwohl die spezifische Oberfläche der
so erzeugten Platincluster geringer ist als in den zuvor vorgestellten Synthesen,
wurde für die Untersuchungen der katalytischen Eigenschaften gewöhnlich ei-
ne einstufige Metallisierung durch Reduktion mit DMAB gewählt. Entscheidend
dafür ist, dass bei Zugabe von DMAB im Überschuss das das eingesetzte Pla-
tinsalz vollständig in metallisches Platin umgesetzt wird. Dagegen verbleibt bei
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Reduktion mit Phosphatpuffer und Natriumazid auch nach 24h noch ein nicht
unbedeutender Teil des Platins in Lösung.
4.3 Palladium
Palladium als Element der Platingruppe weist dieselbe Struktur der äußeren Elek-
tronenhülle wie Platin auf. Daraus folgen Ähnlichkeiten im chemischen Verhalten
beider Elemente. Die zuvor gemachten Aussagen zur Synthese von Platinclustern
auf S-Layern treffen daher im wesentlichen auch auf Palladium zu. Ein wichtiger
Unterschied besteht in der Geschwindigkeit, mit der sich metallische Cluster nach
Zugabe des Reduktionsmittels bilden. Diese ist im Falle von Palladium deutlich
höher als bei Platin.
In diesem Abschnitt sollen Ergebnisse aus Kleinwinkelstreuexperimenten an
nativen, mit Palladium aktivierten und metallisierten S-Layerproteinen in wässri-
ger Lösung vorgestellt werden. Details zu deren Präparation sowie zur Messung
sind in Tabelle 4.1 und in Anhang A.11 ersichtlich.
Bezeichnung Präparation MPalladium
zu MProtein
nativ 10 mg/ml Protein in TRIS/HCl-Puffer, pH 7.4
aktiviert 35 ml K2[PdCl4] (3 mM) + 15 mg SL in
TRIS/H2SO4, 24 h
0.75
metallisiert
(DMAB)
35 ml K2[PdCl4] (3 mM) + 15 mg SL in
TRIS/H2SO4, 24 h aktiviert, zur Reduktion +
8 ml DMAB (15 mM)
0.75
metallisiert
(H2)
35 ml K2[PdCl4] (3 mM) + 15 mg SL in
TRIS/H2SO4, 24 h aktiviert, 60 min mit Was-
serstoffgas reduziert
0.75
Tabelle 4.1: Für SAXS und SANS-Messungen präparierte Lösungen. Es wurde für
alle Versuche S-Layerprotein von Bacillus sphaericus NCTC 9602 eingesetzt. Die
rechnerischen Masseverhältnisse zwischen Palladium und Protein beziehen sich
auf die eingesetzten Mengen. Insbesondere bei der aktivierten Probe ist davon
auszugehen, dass tatsächlich weniger Palladium angebunden wird.
In der Streukurve des nativen Proteins (Abbildung 4.8) erkennt man zwei
Maxima deutlich. Sie resultieren aus dem periodischen Aufbau des S-Layers in
zwei Dimensionen und werden als (01) und (11)-Reflex indiziert. Aus der Lage
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Abbildung 4.8: Verlauf der SAXS-
Streuintensität bei nativen und
mit Palladiumkomplexen aktivier-
ten S-Layern von B. sphaericus
in doppelt-logarithmischer Dar-
stellung. Das (01) Maximum der
Streukurve des nativen Proteins
entspricht der Gitterkonstante von
12.9 nm.
des ersten Maximums bei Qmax ≈ 0.5 nm−1 lässt sich die Gitterkonstante a
ableiten: a = 2π /Qmax = 12.9 nm. Im Zuge der Aktivierung verschiebt sich der
(01)-Reflex zu größeren Q-Werten. Das bedeutet, dass durch die Adsorption von
Pd2+-Komplexen die Gitterkonstante sinkt.
Bei Adsorption ausschließlich von [PdCl4]
2−-Spezies am S-Layer mit einer ne-
gativen Nettoladung wäre eine Aufweitung der Struktur durch elektrostatische
Abstoßung zu erwarten. Einfach hydrolysierte Komplexe tragen dagegen nur eine
einfache negative Nettoladung, zweifach hydrolysierte Komplexe sind nach außen
sogar neutral. Diese Messung ist daher ein Argument für die Anbindung hydro-
lysierter Komplexe. Die SAXS-Streuintensität steigt durch die Adsorption von
Metallkomplexen am Protein spürbar an.
Abbildung 4.9 zeigt die Ergebnisse der Kleinwinkelstreuung von Neutronen
an den metallisierten Proben im Vergleich zum nativen Protein [87]:
Im Diagramm a) sieht man, dass das Proteinsignal bei 42 % D2O tatsächlich ef-
fektiv verschwindet. In der bei 66 % D2O gemessenen Kurve sind die auch schon
zuvor gefundenen zwei Maxima des S-Layers präsent. Diese sind allerdings ver-
breitert, weil die Auflösung der SANS-Messungen schlechter ist als bei den zuvor
beschriebenen SAXS-Untersuchungen.
Diagramm b) zeigt die Messergebnisse am durch Wasserstoffreduktion metalli-
sierten Protein. Im Proteinsignal sind die Maxima weniger deutlich als Schul-
ter ausgebildet. Dieser Befund kann mit einer gewissen Störung der Fernord-
nung des Proteinkristalles interpretiert werden. Der Streuanteil des metallischen
Palladiums folgt schon bei kleinen Q-Werten einer Gerade mit dem Anstieg -4
(Porod-Bereich). Daraus kann bereits gefolgert werden, dass die mit Wasserstoff
reduzierte Probe große Partikel enthält.
Das SANS-Streuverhalten der mit DMAB-Reduktion metallisierten Probe ist in
Diagramm c) dargestellt. Für das Protein gelten die zuvor in b) gemachten Aus-
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Abbildung 4.9: Verlauf der SANS-
Streuintensität bei nativen (a)
und mit Palladium metallisierten
(b),(c) S-Layern von B. sphaericus
in doppelt-logarithmischer Auftra-
gung. Dargestellt ist das Ergebnis
der Kontrastvariation. Die dunklen
Dreiecke bei 66 % D2O entspre-
chen dem Proteinsignal, weil bei
diesem H2O / D2O-Verhältnis die
Streulängendichte des Lösungsmit-
tels demjenigen von metallischem
Palladium entspricht. Umgekehrt
ist bei 42 % D2O (helle Quadra-
te) das reine Signal des Palladiums
sichtbar, weil dies der matchpoint
des Proteins ist.
sagen. Das Palladiumsignal erreicht auch bei großen Q noch nicht den Anstieg
-4, was auf Partikel hinweist, die deutlich kleiner sind als die in b) gefundenen.
Aus dem Anstieg -2 bei kleinen Q-Werten kann auf eine flächenhafte Anordnung
der Palladiumcluster auf dem S-Layer geschlossen werden. Allerdings fehlt ein
Maximum im Bereich von Qmax ≈ 0.5 nm−1 wie beim nativen S-Layer, das auf
eine Periodizität in der Clusteranordnung deuten würde.
Die Aussagekraft von SANS-Messungen bei großen Q ist sehr begrenzt, weil
dort der inkohärente Untergrund einen großen Anteil des Messsignales ausmacht.
Daher werden in den Diagrammen 4.10 und 4.11 die SANS-Daten für kleine Q
mit SAXS-Ergebnissen für große Q kombiniert. Das ist angesichts der Kontrast-
verhältnisse möglich: Sowohl die Messungen der Neutronenstreuung bei 42 % D2O
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Abbildung 4.10:
Links: Verlauf der Streuintensität von metallisierten S-Layern (Pd) von B. sphae-
ricus mit DMAB als Reduktionsmittel. Die Kurve verbindet mittels SANS (42 %
D2O) und SAXS gewonnene Daten.
Rechts: TEM-Bild der Probe. Die S-Layer der Präparation sind mit relativ gro-
ben Metallclustern belegt. Deren Anordnung widerspiegelt nicht die Symmetrie
des Templates.
als auch die SAXS-Kurven zeigen praktisch ausschließlich den Streuanteil des Pal-
ladiums. In Wasser ist der SAXS-Kontrast metallischen Palladiums 920 mal so
hoch wie der des Proteins. Das bedeutet, dass bei ähnlichen Volumenanteilen der
Streuanteil des Proteins vernachlässigbar ist [88].
In Abbildung 4.10 sind das zur mit DMAB reduzierten Probe gehörige Dia-
gramm und eine TEM-Aufnahme zusammengestellt. Aus dem Porod-Verhalten
bei großen Q kann ein Porod-Radius von 5.4 nm (geometrischer Radius 5.2 nm)
berechnet werden. Dieses Ergebnis stimmt sehr gut mit der TEM-Untersuchung
überein. Die Auswertung der TEM-Abbildung 4.10 rechts ergab einen mittleren
Partikeldurchmesser von 8.9 nm. Die planare Anordnung der Cluster auf dem
S-Layer erklärt den Anstieg der SANS-Intensität bei kleinen Q von -2.
Das Streuverhalten der mit H2 reduzierten Probe weicht davon deutlich ab
(Abbildung 4.11). Aus der SANS-Kurve kann mit Hilfe der Guiniernäherung der
Kugelradius der großen Partikel abgeschätzt werden. Dieser beträgt 50 bis 60nm.
Durch das Anfügen der SAXS-Daten wird bei großen Q-Werten ein zweiter Porod-
Bereich sichtbar. Die Porod-Konstanten beider Bereiche, welche proportional zur
Oberfläche der streuenden Partikel sind, verhalten sich wie 1 : 3. Neben der Ober-
fläche der großen Teilchen kommt also noch ein weiterer Oberflächenbeitrag hinzu,
der zweimal so groß ist wie jener der großen Partikel. Das bedeutet, dass die Probe
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Abbildung 4.11:
Links: Verlauf der Streuintensität von metallisierten S-Layern (Pd) von B. sphae-
ricus mit H2 als Reduktionsmittel. Die Kurve verbindet mittels SANS (42 % D2O)
und SAXS gewonnene Daten.
Rechts: TEM-Bild der Probe. Die Präparation enthält eine Vielzahl sehr großer
homogener Partikel, von denen einige im Durchmesser 100nm deutlich über-
schreiten.
eine zweite Klasse wesentlich kleinerer Partikel enthält. Mit der Guiniernäherung
kann man unter Vernachlässigung des Beitrags der großen Partikel bei Q-Werten
≥ 1 nm−1 deren Größe abschätzen. Ihr Radius liegt in der Größenordnung von
2 nm. Die kleinen Cluster sind damit in der TEM-Abbildung 4.11 rechts nicht zu
erkennen.
Der Grund für die deutlich bimodale Größenverteilung der Palladiumcluster
könnte in spezifischen Eigenschaften molekularen Wasserstoffes als Reduktions-
mittel zu finden sein. H2 ist bei Raumtemperatur in Wasser nur sehr begrenzt
löslich und die Grenzfläche zwischen Gasphase und wässriger Phase ist durch den
Versuchsaufbau bedingt gering, daher sollte die Verfügbarkeit des Reduktionsmit-
tels die Geschwindigkeit der Reduktion limitieren. Folgt auf die Reduktion der
am Protein angebundenen Komplexe eine mit der Zeit zunehmende Agglomera-
tion der sheets, so steigt der Abstand zwischen heterogen gebildeten Keimen. Da
das Wachstum von Palladiumclustern autokatalytisch ist, wachsen homogen in
Lösung nukleierte Keime bevorzugt zu den beobachteten großen Partikeln weiter.
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4.4 Gold
Der Wunsch, ebenfalls Goldcluster unter Zuhilfenahme von S-Layertemplaten zu
synthetisieren, entspringt dem Nachweis außergewöhlicher katalytischer Eigen-
schaften von hochdispersem Gold für eine Vielzahl von Reaktionen in den letzten
Jahren [89, 90]. Insbesondere wurde die katalysierte Oxidation von Kohlenmon-
oxid schon bei Raumtemperatur nachgewiesen. Zudem sind von Gold- wie auch
Silberclustern interessante Eigenschaften für sensorische Anwendungen zu erwar-
ten [91].
Zu Vergleichszwecken wurde zunächst eine kolloidale Goldlösung hergestellt
(siehe Anhang A.5). Das UV/VIS-Spektrum des pupurfarbenen Goldsoles ist
in Abbildung 4.12 links dargestellt. Es weist ein deutliches Maximum bei ei-
ner Wellenlänge von 533 nm auf, das als Plasmonenpeak bezeichnet wird. Unter
Plasmonen werden durch Photonen angeregte Schwingungen der Elektronen des
Leitungsbandes in metallischen Festkörpern verstanden. Besonders großen Ein-
fluss auf den Plasmonenpeak haben oberflächlich gebundene Moleküle und Ionen.
Weiterhin hängt die Lage des Maximums vom Durchmesser, der Form und dem
Abstand der kolloidalen Partikel ab. Ausführlich werden die Zusammenhänge in
[92] behandelt.
Abbildung 4.12:
Links: UV/VIS Spektrum von kolloidalem Gold. Das Maximum des Plasmonen-
peaks liegt bei einer Wellenlänge von 533 nm.
Rechts: UV/VIS Spektrum von auf S-Layern erzeugten Goldclustern. Die untere
Kurve (grau) entspricht dem Zustand vor der Reduktion nach 20h Inkubation der
S-Layer mit [AuCl4]
−. Die anderen Kurven (schwarz) zeigen die Absorption der
Lösung nach Zugabe von 0.1, 0.2 bis 0.5 mM DMAB in ansteigender Ordnung.
Für die Metallisierung von S-Layern wurde Na[AuCl4] als goldhaltiges Salz
ausgewählt. Das Au3+-Zentralion wird darin von vier Chloridionen planar kom-
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plexiert, eine Konfiguration die der von [PtCl4]
2− und [PdCl4]2− entspricht. In
Analogie zur Metallisierung von S-Layern mit Platin und Palladium wurde für
die Goldclustersynthese eine Strategie von Komplexanbindung und nachgelager-
ter Reduktion verfolgt.
Wie in Anhang A.5 beschrieben, wurde das Protein mit der Goldkomplex-
lösung 20 h inkubiert und dann schrittweise mit DMAB reduziert. Der Reakti-
onsablauf wurde UV/VIS spektrometrisch verfolgt (Abbildung 4.12 rechts). Bei
fortschreitender Reduktion kommt es zu einem stetigen Anwachsen des von Gold-
clustern verursachten Plasmonenpeaks. Das Maximum der Kurve nach Zugabe
von 0.5 mM DMAB liegt bei einer Wellenlänge λmax = 536 nm. Die Lage des
Plasmonenpeaks ist damit praktisch identisch mit dem durch Citratreduktion
herkömmlich hergestellten Goldsol.
Abbildung 4.13:
Links: TEM Abbildung der auf S-Layern erzeugten Goldcluster. Deren Größen-
verteilung zeigt das Diagramm rechts oben. Das Fourierspektrum der Probe ist
links oben dargestellt. Die vier symmetrisch angeordneten Reflexe zeigen eine
Periodizität in der Anordnung der Cluster an.
Rechts: Hochauflösende TEM Aufnahme der Goldcluster. Der große Cluster im
linken unteren Bildteil zeigt ein polykristallines Erscheinungsbild.
Die von der Präparation hergestellte TEM-Probe (Abbildung 4.13) zeigt Par-
tikel, die vorallem auf dem S-Layertemplat angeordnet sind. Anhand des Fourier-
spektrums wird deutlich, dass in der Clusteranordnung eine gewisse Ordnung exi-
stiert, die mit der Symmetrie des S-Layers korreliert. Bei durch DMAB-Reduktion
auf S-Layern erzeugten Pt und Pd-Clustern war dagegen keinerlei Symmetrie fest-
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zustellen. Dieser Unterschied könnte zum einen durch anderes chemisches Verhal-
ten und Affinität des Goldes zum Protein bedingt sein. Andererseits wurde hier
durch die stufenweise Zugabe des Reduktionsmittels der Ablauf der Reaktion
verzögert, wodurch sich möglicherweise der geordnete Zustand ausbilden konnte.
Der mittlere Durchmesser der Goldcluster beträgt 5.7 nm. In hochauflösenden
Aufnahmen kann die polykristalline Natur eines Teils der Cluster, insbesondere
der größeren, sichtbar gemacht werden. Derartige Cluster können durch Zusam-
menwachsen mehrerer Keime entstehen. Dabei ist zu erwarten, dass sich dabei
Korngrenzen niedriger Energie und damit verbunden definierte Winkelbeziehun-
gen zwischen den Gittern ausbilden. Häufig bilden auch Disklinationen die Grenze
zwischen Nanokristalliten.
Der Netzebenabstand einiger Cluster wurde zu 2.3 Å bestimmt. Für Gold als
makroskopischen Festkörper beträgt der Abstand der (111) Ebenen 4.078 Å /
√
3 =
2.35 Å. Durch diese Untersuchung und die aufgenommenen UV/VIS Spektren ist
sichergestellt, dass es sich bei den erzeugten Partikeln tatsächlich um metallisches
Gold handelt.
4.5 Silber
Den ersten Schritt diesbezüglicher Untersuchungen bildeten Versuche zur direkten
Erzeugung von Silberclustern an S-Layern. In Anlehnung an die Vorgehensweise
bei Platin, Palladium und Gold wurde das Protein mit einem Silbersalz inkubiert
und der Lösung später ein Reduktionsmittel zugegeben. Anhand der Färbung
der wässrigen Lösung konnte der Ablauf der jeweiligen Reaktion beobachtet wer-
den. Die Anzahl der in der Fachliteratur beschriebenen Reduktionsmittel wird
durch die Kompatibilität zum S-Layer eingeschränkt. Beispielsweise wurde am-
moniakalisches Silberperchlorat in Anwesenheit von S-Layerprotein mit DMAB
reduziert. Die Lösung färbte sich golden und zeigte im UV/VIS Spektrometer
den typischen Plasmonenpeak bei λmax = 406 nm (vergleiche [93]). Jedoch er-
gaben transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen, dass die enstan-
denen Partikel keinerlei Assoziation mit dem Templat aufweisen. Im Falle der
Reduktion mit Co2+-Ionen [94] bildeten sich dagegen mikrometergroße homoge-
ne Partikel von exakt kubischem Habitus. Die Lösung wies nach der Reaktion
eine dunkle Trübung anstatt der goldgelben Färbung auf.
Daraus wurde der Schluss gezogen, dass aufgrund des im Vergleich zu Pt, Pd
und Au abweichenden chemischen Verhaltens des Ag+-Ions eine andere Synthe-
sestrategie mehr Erfolg verspricht. Diese besteht in der Silberabscheidung auf zu-
vor erzeugten Platin- oder Palladiumkeimen. Zur Herstellung kolloidaler Platin-
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beziehungsweise Palladium (core) / Silber (shell) Partikel sind entsprechende
Prozeduren veröffentlicht [95, 96]. Darin wird zwar meist eine in Zusammen-
hang mit Protein nicht anwendbare radiolytische Reduktion beschrieben, aber
es wird deutlich, welchen Einfluss die Art der Komplexierung des Ag+-Ions auf
die Redoxreaktion hat. Ag+ bildet meist mit zwei Liganden lineare Komplexe.
Diese sind im alkalischen und neutralen Milieu stabil, zerfallen aber im sauren.
Mit zunehmender Stabilität sind das insbesondere [Ag(NH3)2]
+, [Ag(SCN)2]
−,
[Ag(S2O3)2]
− und [Ag(CN)2]−. Die Komplexierung kann das Redoxpotential ei-
nes korrespondierenden Redoxpaares stark erniedrigen: beispielsweise sinkt E0
von 0.80 V für die Reaktion Ag ⇀↽ Ag+ + e− auf 0.38 V für die Reaktion Ag + 2
NH3 ⇀↽ [Ag(NH3)2]
+ + e− [97]. Zur Änderung der thermodynamischen Verhält-
nisse kommt ein starker Einfluss auf die Reaktionskinetik hinzu.
Zur Abscheidung von Silber an Palladiumkeimen ist es notwendig, die homoge-
ne Bildung von Silberkeimen zugunsten der heterogenen Nukleation weitgehend
zu unterbinden. Das bedeutet, dass die Übersättigung mit Ag0-Spezies gering
bleiben muss. Dieser Zustand kann erreicht werden, indem die Geschwindigkeit
der Redoxreaktion eingeschränkt wird. Im Falle der radiolytischen Reduktion
kann die Reaktionsgeschwindigkeit sehr gut über die Intensität der γ-Strahlung
gesteuert werden. Hier dagegen wurde die Reaktionsrate durch den Übertritt des
Reduktionsmittels Wasserstoff aus der Gas- in die Flüssigphase, seine Diffusion
und Dissoziation limitiert.
Abbildung 4.14: UV/VIS Spektren
Links: Silbersol, hergestellt durch Reduktion mit gasförmigem Wasserstoff.
Rechts: Wässrige Lösung mit S-Layern, vor und nach der Abscheidung von Silber.
Die Bildung von Silberclustern nach sechsstündiger Reduktion mit gasförmigem
Wasserstoff wird durch den Plasmonenpeak (λmax = 407 nm) angezeigt.
Um den Nachweis zu führen, dass mit gasförmigen Wasserstoff tatsächlich ein
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Silbersol in praktikablen Zeiträumen hergestellt werden kann, wurde ein Refe-
renzversuch ohne S-Layer durchgeführt (siehe Anhang A.6). Innerhalb von ein
oder zwei Tagen entsteht eine goldgelbe Lösung, deren UV/VIS Spektrum (Ab-
bildung 4.14 links) den auch für Silber typischen Plasmonenpeak zeigt. Hier liegt
das Maximum bei einer Wellenlänge λmax = 406 nm.
Zur Silberabscheidung auf S-Layern werden, wie in Anhang A.6 detailliert
dargelegt, anfangs feinste Palladiumcluster auf dem Biotemplat erzeugt (Abbil-
dung 4.16). Deren Durchmesser überschreitet 1 nm kaum, weshalb sie im TEM
bei mittleren Vergrößerungen praktisch nicht auszumachen sind. Nach entspre-
chender Separation - die Lösung mit dem Protein darf kein Reduktionmittel und
auch keine Chloridionen mehr enthalten - kann auf den Palladiumkeimen Silber
abgeschieden werden. Dazu wird eine ammoniakalische Silbernitratlösung zuge-
setzt und mit gasförmigem Wasserstoff reduziert. Die Reaktion läuft nun schnel-
ler als ohne die Anwesenheit von Keimen. Es ist bekannt, dass Redoxreaktionen
unter Beteiligung von molekularem Wasserstoff durch Palladium katalysiert wer-
den. Schon nach 1 h dunkelt die Lösung, später bilden sich auch Flocken. Das
UV/VIS Spektrum konnte aufgenommen werden, indem die Probe mit destillier-
tem Wasser verdünnt wurde (Abbildung 4.14 rechts). Es weist ein Maximum bei
λmax = 407 nm auf. Damit wird die Anwesenheit colloidalen Silbers angezeigt.
Abbildung 4.15: Verteilung der er-
zeugten Partikel auf dem S-Layer
(TEM).
Abbildung 4.15 verdeutlicht, dass das Wachstum von Silberclustern sehr spe-
zifisch am S-Layerprotein stattfindet. Neben den sheets sind praktisch keine ho-
mogen gebildeten Partikel zu finden.
Die Entwicklung der Clustergrößen kann in Abbildung 4.16 verfolgt werden.
Nach 3 h Reduktion (b) haben sich sichtbare Partikel gebildet. Deren mittlerer
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Abbildung 4.16: TEM Untersuchungen zum Wachstum von Silberclustern an Pd-
bekeimten S-Layern. Bild a zeigt den Zustand vor der Silberabscheidung, Bild b
nach 3 h und Bild c nach 6 h Wasserstoffreduktion. Die Kantenlänge jedes Bildes
beträgt 500nm. Der große dunkle Partikel in Bild a ist kein auf dem S-Layer ent-
standener Palladiumcluster. Da die feinen Palladiumcluster jedoch kaum sichtbar
sind, beweist der große Partikel die korrekte TEM Abbildung.
Das Säulendiagramm beinhaltet die Clustergrößenverteilungen in den Proben
nach 3 und 6 h Reduktionsdauer.
Durchmesser beträgt 2.4 nm bei 0.9 nm Standardabweichung. Nach weiteren 3h
(c) ist das Partikelwachstum fortgeschritten, es sind vorallem mehr und größere
Cluster sichtbar. Der mittlere Durchmesser stieg vergleichsweise nur auf 3.5 nm
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bei 1.5 nm Standardabweichung, da immer noch eine Vielzahl kleiner Cluster
existiert.
Die Abbildungen 4.16 b und c wurden mittels Fouriertransformation auf Pe-
riodizität in der Clusteranordnung untersucht. An den auf S-Layern abgeschiede-
nen Clustern wurde keine Ordnung gefunden. Da die Abscheidung von Silber sehr
spezifisch an heterogenen Keimen erfolgt, muss davon ausgegangen werden, dass
diese schon keine Ordnung aufwiesen. Dafür spricht auch die Erzeugung dieser
Keime durch Reduktion mit DMAB (vergleiche Anhang A.6).
Abbildung 4.17: Hochauflösende TEM Abbildung eines Clusters zur genaueren
Charakterisierung. Der Cluster ist einkristallin und erscheint defektfrei.
Zur weiteren Charakterisierung der erzeugten Cluster wurden hochauflösen-
de TEM-Untersuchungen durchgeführt (Abbildung 4.17). Der hier gezeigte große
Cluster weist einen Netzebenabstand von 2.3 Å auf. Da der Abstand der (111)
Ebenen in bulk-Silber 2.36 Å beträgt, kann es sich bei dem Cluster um Silber
handeln. Der hier gemessene Netzebenenabstand würde jedoch ebensogut zu Pal-
62 KAPITEL 4. METALLCLUSTERSYNTHESE AUF S-LAYERN
ladium passen. Beide Elemente weisen kubisch-flächenzentrierte Elementarzellen
auf und ihre Gitterkonstanten unterscheiden sich um weniger als 5 %. Durch Ab-
bildung 4.16 a ist jedoch sichergestellt, dass die als Keime erzeugten Palladium-
cluster deutlich kleiner sind. Der in Abbildung 4.17 gezeigte große Cluster muss
daher zumindest überwiegend aus dem abgeschiedenen Silber bestehen.
Kapitel 5
Anwendung zur katalytischen
Oxidation von
Kohlenwasserstoffen und
Kohlenmonoxid
5.1 Fundamentale Aspekte
Um das Wesen der Katalyse zu charakterisieren, sollen hier, kurz gefasst, einige
grundlegende Aussagen zu chemischen Reaktionen gemacht werden. Dazu wird
im folgenden die allgemein gefasste Reaktion
α A + β B ⇀↽ γ C + δ D
betrachtet. Die Thermodynamik macht Aussagen zum System im Gleichgewicht.
Die Konzentrationsverhältnisse im Gleichgewicht lassen sich entsprechend dem
Massenwirkungsgesetz durch eine Gleichgewichtskonstante K+ beschreiben:
K+ =
a
γ
C · aδD
aαA · aβB

eq
. (5.1)
Darin sind aA, aB die Aktivitäten der einzelnen Spezies A, B und so weiter. Die
thermodynamische Gleichgewichtskonstante K+ ist mit der freien Standardreak-
tionsenthalpie ∆RG
0 derart verknüpft:
ln K+ = − ∆RG
0
R · T . (5.2)
Die molare Gaskonstante R hat den Wert 8.31451 J ·mol−1·K−1, T ist die absolute
Temperatur in K.
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Das Gleichgewicht ist gekennzeichnet durch gleiche Geschwindigkeiten der
Hin- und Rückreaktion. Dadurch ist makroskopisch keinerlei Konzentrationsände-
rung feststellbar.
Die Raten r der Teilreaktionen können allgemein als
r1 = k1 · amA · anB (5.3)
r−1 = k−1 · aoC · apD (5.4)
ausgedrückt werden. k1 und k−1 sind die Geschwindigkeitskonstanten der Hin-
und Rückreaktion. Die Exponenten m, n usw. werden als die Reaktionsordnung
bezogen auf jeweils eine Spezies bezeichnet. Sie können, müssen aber nicht, mit
den stöchiometrischen Faktoren α, β usw. der Reaktionsgleichung übereinstim-
men. Der Gesamtumsatz ergibt sich aus der Differenz von r1 und r−1.
Die Geschwindigkeitskonstanten k hängen nach dem von Arrhenius gefunde-
nen Zusammenhang von der Temperatur T ab [98]:
ln k = ln A − Ea
R · T . (5.5)
Ea ist die Aktivierungsenergie der Reaktion. A stellt für die jeweilige Reaktion
eine Konstante dar und wird oft als Frequenzfaktor bezeichnet.
Abbildung 5.1: Energieschema für
den Ablauf einer Reaktion. Die
durchgezogene Linie entspricht der
katalysierten Variante, während
die unterbrochene Linie die Reak-
tion ohne Katalysator darstellt.
Ein Katalysator ist definiert dadurch, dass er die Reaktionsgeschwindigkeit
erhöht, ohne jedoch selbst verändert aus der Reaktion hervorzugehen. In Abbil-
dung 5.1 ist der Energieverlauf einer katalysierten Reaktion schematisch darge-
stellt. Hauptsächliches Charakteristikum ist die im Vergleich zu Ea verringerte
Aktivierungsenergie Ea,kat. Nach Gleichung 5.5 führt dies zu einer erhöhten Ge-
schwindigkeitskonstante. Hierin besteht der zentrale Punkt der Katalyse. In glei-
cher Art und Weise erhöht ein Katalysator auch die Geschwindigkeit der Rück-
reaktion. Ein Katalysator hat somit keinerlei Einfluss auf die Lage des Gleich-
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gewichtes. Aus Gleichung 5.2 ist ersichtlich, dass sich durch die Katalyse die
Gleichgewichtskonstante K+ nicht ändert.
Die Wirkungsweise eines Katalysators beruht darin, dass sich in seiner Ge-
genwart der Reaktionsmechanismus ändert. Beispielsweise gehen Reaktanden und
der Katalysator temporär Verbindungen ein.
Befinden sich die Reaktanden mit dem Katalysator in derselben Phase, so
spricht man von homogener Katalyse. Ein Beispiel dafür sind enzymatisch kata-
lysierte Reaktionen. In diesem Fall bereitet die Rückgewinnung des Katalysators
aus dem Reaktionsgemisch bei technischen Anwendungen Probleme. Im Gegen-
satz dazu die heterogene Katalyse. Hier ist der Katalysator durch eine Phasen-
grenze von den Reaktanden getrennt. Ein typisches Beispiel sind Edelmetallober-
flächen, an denen das Reaktionsgemisch als Gas- oder Flüssigphase vorbeiströmt.
Allgemein gelten diese Katalysatoren als viel weniger selektiv [99].
Von Sabatier wurde gefunden, dass für die katalytische Aktivität von Metall-
oberflächen die Bildungsenthalpie von Verbindungen zwischen Metall und einem
Reaktanden eine entscheidende Rolle spielt. Werden die Temperaturen, bei de-
nen der Zerfall einer Verbindung über verschiedenen Katalysatoren auftritt, gegen
die Bildungsenthalpien der Zwischenstadien aufgetragen, so ergibt sich eine Kur-
ve mit einem deutlichen Maximum [100]. Aus der Existenz dieses Maximums
kann geschlossen werden, dass eine Affinität zwischen Katalysator und Reaktand
Grundvoraussetzung für den Katalyseablauf ist. Andererseits darf die Affinität
auch nicht zu groß sein, da sie sonst den Ablauf der weiteren Schritte behindert.
Ein nach Langmuir und Hinshelwood benannter Mechanismus geht davon
aus, dass zwei Reaktanden A und B auf der Oberfläche an benachbarten Stellen
adsorbieren müssen, bevor es zu einer Reaktion zwischen beiden kommt [101].
Die Reaktionsrate ist dann abhängig von der Bedeckung der Oberfläche durch A
und B:
r = k · θA · θB . (5.6)
Die Bedeckungsgrade θA und θb stellen die Verhältnisse zwischen den von A und
B tatsächlich belegten und besetzbaren Plätzen auf der Oberfläche dar [102].
Das zweite klassische Modell beinhaltet die Adsorption nur von Reaktand A
und dessen Reaktion mit Reaktand B aus der Gasphase [103]. Die Reaktionsrate
kann in diesem Bild durch
r = k · θA · pB (5.7)
beschrieben werden. pB ist der Partialdruck von B in der Gasphase. Es wird
hierbei von einer Eley-Rideal-Reaktion gesprochen.
Die moderne Beschreibung von Katalysevorgängen ist differenzierter. Zum
einen ist bekannt, dass die Adsorption auch zur Dissoziation von Molekülen
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führen kann [104]. Der entstehende Zustand mit Radikalen ist chemisch hoch
reaktiv. Zudem sind für die Anbindung von Molekülen nicht alle Stellen einer
Oberfläche gleichwertig. Bestimmte atomare Konfigurationen sind energetisch ge-
genüber anderen ausgezeichnet [105, 106, 107]. Die Reaktionsrate wird durch die
Häufigkeit dieser active sites und ihrer turn-over Frequenz bestimmt.
Tatsächlich ist in technischen Systemen aber nicht immer die eigentliche che-
mische Reaktion der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Auch der Stofftrans-
port hin zur Katalysatoroberfläche und wieder weg davon können limitierend
wirken. Eine theoretische Beschreibung der Strömungs- und Diffusionsvorgänge
in Volumina mit komplexen Geometrien ist sehr kompliziert. In der Regel werden
die Zusammenhänge darum experimentell durch Variation von Parametern wie
Temperatur, Stoffdurchsatz oder Geometrie ermittelt.
Edelmetalle, wie beispielsweise Platin und Palladium, werden bei der tech-
nischen Katalyse gewöhnlich in hochdisperser Form eingesetzt. Die spezifische
Oberfläche der katalytisch aktiven Phase als Verhältnis von Oberfläche AO zu
Masse m beträgt für monodisperse sphärische Partikel der Dichte ρ
AO
m
=
6
ρ · d . (5.8)
Mit sinkendem Durchmesser d steigt die Größe der Oberfläche des Katalysators
pro Masseeinheit. Da für die heterogene Katalyse in erster Linie die Größe der
Katalysatoroberfläche von Bedeutung ist, ist eine hohe Dispersion Voraussetzung
für einen wirtschaftlichen Edelmetalleinsatz.
Betragen die Partikeldurchmesser nur noch einige Nanometer, so kommen
zwei weitere Effekte hinzu:
Eine Änderung der Clustergröße kann zu einem veränderten Habitus verbunden
mit einem anderen kristallinen Erscheinungsbild der Clusteroberfläche führen.
Dadurch wird das Auftreten schon genannter active sites beeinflusst.
Quantum confinement modifiziert die elektronische Struktur kleiner Cluster. Zu-
sammenhänge zwischen der elektronischen Struktur eines Katalysators und der
turn-over Frequenz konnten für bestimmte Reaktionen hergestellt werden [108].
Wie in Abschnitt 4.2.2 gezeigt, lassen sich unter Zuhilfenahme von S-Layer-
protein feinste Platincluster synthetisieren. Deren Durchmesser liegen deutlich
unter 10 nm. Das Proteintemplat stabilisiert eine flächenhafte Clusteranordnung.
Aus beiden Befunden leitet sich das Potential zu einer hohen katalytischen Akti-
vität ab. Die Eignung von mit Platin metallisierten S-Layern für die katalytische
Oxidation wurde an gesättigten und ungesättigten kettenförmigen Kohlenwasser-
stoffen und Kohlenmonoxid untersucht. Dabei geht es auch um die Fragestellun-
gen, ob durch den neuartigen Syntheseweg eine Edelmetalleinsparung ermöglicht
5.1. FUNDAMENTALE ASPEKTE 67
beziehungsweise die Temperatur, oberhalb derer die Katalyse einsetzt, zu niedri-
geren Werten verschoben wird.
Neben der Größe der Edelmetallpartikel stellt der Träger einen zweiten fun-
damentalen Parameter dar. Die chemische Natur des Substratmateriales hat Be-
deutung für die auf den Edelmetallclustern ablaufenden Oxidationsreaktionen.
Obwohl hohe Aktivitäten bei der Totaloxidation von Kohlenwasserstoffen und
CO in der Regel von oxidgeträgerten Edelmetallkatalysatoren erzielt werden, sind
Untersuchungen zum Substrateinfluss bislang vorallem phänomenologischer Art
[109]. Aus [110, 111] wird deutlich, dass beispielsweise Rutheniumoxid keineswegs
chemisch inaktiv ist. Sauerstoffionen können abgegeben und wieder aufgenommen
werden. Für die CO-Oxidation wird eine Mars-van Krevelen Reaktion vorgeschla-
gen. Danach reagiert ein CO-Molekül mit einem Sauerstoffatom aus dem Ruthe-
niumoxid zu CO2. Das Sauerstoffdefizit des Oxides wird durch Dissoziation von
O2 und Aufnahme in das Oxidgitter wieder ausgeglichen.
In [112] wird der Mechanismus der CO-Oxidation an einem Rh/Ce2O-Kataly-
sator auf mikroskopischem Niveau beschrieben. Durch Isotopenexperimente konn-
te gezeigt werden, dass es zur Oberflächendiffusion von Sauerstoffionen vom Oxid
zum Edelmetall kommt.
Ein weiterer Mechanismus, durch den das Substrat Einfluss auf die kataly-
tischen Eigenschaften der geträgerten Cluster nehmen kann, sind elektronische
Wechselwirkungen [113]. Im zu untersuchenden System ist eine Beeinflussung des
Clusterverhaltens elektronischer Art nicht nur durch das Substrat sondern auch
durch das Proteintemplat beziehungsweise dessen Pyrolyseprodukte denkbar.
Unbedingt Beachtung finden muss auch die geometrische Oberfläche des Trä-
germateriales. Deren Morphologie hat maßgeblichen Einfluss auf die Möglichkei-
ten darauf metallisierte S-Layer zu immobilisieren und das Transportverhalten
gasförmiger Spezies bei der Katalyse. Aus anfänglichen Untersuchungen mit ne-
gativen Ergebnissen wurde der Schluss gezogen, dass Substrate mit hoher spezifi-
scher Oberfläche Verwendung finden müssen. Damit soll vermieden werden, dass
metallisierte S-Layer als dicke Mehrfachschichten immobilisiert werden, wenn be-
stimmte prozentuale Platingehalte angestrebt werden. Idealerweise ist die Sub-
stratoberfläche nach der Präparation mit einer Monolage S-Layerprotein und den
angebundenen heterogenen Clustern bedeckt. Die Edelmetallpartikel sind den
gasförmigen Reaktanden dadurch gut zugänglich. Die Möglichkeiten des Parti-
kelwachstums bei hohen Temperaturen sind bei flächenhafter Clusteranordnung
vergleichsweise gering.
Als Substrate wurden γ-Al2O3-Pulver und poröse Wabenkörper aus Silizium-
karbid ausgewählt. Aluminiumoxid-Pulver ist ein für technische Katalysatoren
etablierter Träger mit einer sehr hohen spezifischen Oberfläche. Im Gegensatz
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dazu ist die Anwendung poröser Siliziumkarbid-Keramik als Katalysatorsubstrat
neuartig. Die deutlich größeren Poren bieten andere Möglichkeiten für die Einla-
gerung von S-Layern. Zudem ist gibt die Untersuchung unter Verwendung eines
chemisch andersartigen Trägers möglicherweise Aufschlüsse über die Bedeutung
oxidischer Substrate für die Katalyse. Der folgende Abschnitt beschreibt Wege,
γ-Al2O3-Pulver und poröse Siliziumkarbid-Formkörper mit S-Layern und daran
abgeschiedenen Platinclustern zu beschichten.
5.2 Beschichtung von technischen Substraten
5.2.1 Anbindung an Al2O3-Pulver
Das in dieser Arbeit verwendete γ-Al2O3-Pulver weist bedingt durch seine Her-
stellung durch Fällung eine extrem große spezifische Oberfläche auf. Die BET-
Oberfläche beträgt nach Herstellerangaben 180m2/g. Neben der γ-Phase konnten
noch geringere Anteile der κ-Phase nachgewiesen werden [114]. Typische Durch-
messer der sphärischen Pulverteilchen betragen 15 bis 50µm (Abbildung 5.2
links). Auf der Pulveroberfläche sind im REM selbst bei höchsten Vergrößerun-
gen keine glatten Flächen zu finden. Die Größe der Al2O3-Kristallite liegt unter
100 nm. Der mittlere Porendurchmesser beträgt nur 4 nm!
Abbildung 5.2: Kommerziell erhältliches γ-Al2O3-Pulver im Ausgangszustand
(REM). Rechts eine Aufnahme der Pulveroberfläche in hoher Vergrößerung.
Für die Anbindung von Molekülen aus wässrigen Lösungen spielt das elektro-
chemische Verhalten der Substratoberfläche eine wichtige Rolle (vergleiche Ab-
schnitt 3.1). In vereinfachter Darstellung werden Aluminiumhydroxid-Gruppen
an der Oberfläche in Abhängigkeit vom pH-Wert protoniert oder deprotoniert
[115]. Der pH-Wert, bei dem die Nettoladung Null ist, liegt bei γ-Al2O3 typischer-
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weise zwischen pH 8 und 9 [116]. Darunter ist die Oberfläche positiv geladen, bei
höheren pH-Werten zunehmend negativ. Allerdings können kleine Beimengungen
bestimmter Elemente wie beispielsweise Natrium den isoelektrischen Punkt stark
verschieben.
Abbildung 5.3: Querbruch eines
Automobilkatalysators (REM).
Der Cordierit-Grundkörper ist
mit dem katalytisch aktiven pla-
tinhaltigen Al2O3 - wash coat
beschichtet. Die Richtung, in der
das heiße Gasgemisch den Kata-
lysator durchströmt, erscheint im
Bild horizontal.
In der Abgasbehandlung bei Automobilen stellt der Tränkkatalysator derzeit
die etablierte Technologie dar. Dazu wird das γ-Al2O3-Pulver mit einer Platin-
salzlösung, welche sich in die Porenräume verteilt, imprägniert. Das Aluminium-
oxidpulver wird danach mit Wasser und organischem Binder zu einem Schlicker
verarbeitet. Durch Tauchen in diesen Schlicker wird eine dünne Schicht platinhal-
tigen Al2O3 auf einem wabenförmigen Cordierit-Grundkörper erzeugt. Die me-
chanische Stabilität des sogenannten wash coats entsteht durch Wärmebehand-
lung bei 500°C. In Abbildung 5.3 wird die Beschichtung des Wabenkörpers mit
dem porösen Al2O3 - wash coat von 70 µm Dicke deutlich. Ebenfalls im Zuge der
Glühung entstehen die im frisch präparierten Katalysator 10 bis 20nm großen
metallischen Cluster.
Protein-Platincluster-Strukturen auf Al2O3 wurden in einem mehrstufigen
Verfahren erzeugt:
Zunächst werden native S-Layer am Pulver angebunden. Das Al2O3-Pulver sedi-
mentiert in wässrigen Lösungen, daher ist für eine kontinuierliche Durchmischung
zu sorgen. Zu Ende dieses Schrittes kann die Lösung mit eventuell vorhandenem
nicht adsorbiertem Protein sehr einfach entfernt werden.
Im zweiten Schritt wird das Pulver mit dem angebundenen S-Layerprotein mit
der Platinkomplexlösung inkubiert. Dadurch kommt es zu einer messbaren Anbin-
dung von Platinkomplexen an das Pulver beziehungsweise das daran befindliche
Protein. Auch nach diesem Schritt wird der Überstand vom Pulver abgetrennt.
Den letzten Schritt bildet die Reduktion der angebundenen Komplexe mit
einer DMAB-Lösung. Durch das Entfernen noch in Lösung befindlicher Platin-
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komplexe vor diesem Schritt wird die Bildung homogen nukleierter Cluster ver-
mieden. Mit der Reduktion der angebundenen Komplexe wird das Wachstum
heterogen nukleierter Cluster ausgelöst. Die Nukleation kann dabei sowohl am
Proteintemplat als auch an der bloßen Aluminiumoxid-Oberfläche erfolgen. Letz-
teres kommt der
’
konventionellen‘ Clustersynthese nahe. Mit deren Auftreten
parallel zur Clustererzeugung am Biotemplat ist bei diesem Verfahren immer zu
rechnen. Sämtliche Befunde an derartig präparierten Proben müssen vor diesem
Hintergrund verstanden werden.
Die Proteinanbindung wurde durch Messung des Proteingehaltes im Über-
stand nach Sedimentation des Pulvers quantifiziert. Derartige Bestimmungen
des nicht angebundenen Proteins erfolgten durch Farbreaktionen nach Lowry
[25, 26] oder der in Abschnitt 2.2.1 vorgestellten Konzentrationsbestimmung mit-
tels UV/VIS Spektrometer.
Abbildung 5.4: Anbindung von S-Layerprotein von B. sphaericus an γ-Al2O3
bei pH 9.0 (UV/VIS-Messungen ohne Zugabe chaotroper Reagenzien). Links ein
Spektrum der Lösung zum Beginn, rechts nach 24-stündigem Schütteln. Die spe-
zifische Absorption des Proteines bei 280nm unterscheidet sich in beiden Mes-
sungen nur unwesentlich, der Proteingehalt liegt in jeweils bei ∼ 0.5 mg/ml.
Nach 24 h hat der Anteil der unspezifischen Streuung hervorgerufen durch S-
Layer sheets dagegen deutlich abgenommen. Daher wird auf eine weitgehende
mechanische Zerstörung der Proteinassemblate geschlossen.
Über 24 h wurde so die Anbindung von 8 bis 40 µg S-Layerprotein von B.
sphaericus pro Milligramm Al2O3 nachgewiesen. Gründe für die großen Schwan-
kungen sind die geringen Proteinmengen, die für die Versuche zur Verfügung
standen, und Störungen der UV/VIS Messungen durch feinste Al2O3-Partikel,
die kaum von der Lösung abzutrennen sind. Als besonders signifikant wird daher
die Untersuchung im Rahmen des
’
upscale‘- Versuches gewertet. Die dabei ver-
wendete Menge überstieg die sonst üblichen um wenigstens den Faktor 200. An
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10 g Al2O3 wurden bei pH 9.0 durch Konzentrationsbestimmung nach Lowry die
Anbindung von 60 % des angebotenen Proteins beziehungsweise absolut 382mg
nachgewiesen (siehe Anhang A.12). Es besteht die deutliche Tendenz, dass bei
stärkerem Schütteln im Vergleich zu schonenderem Mischen durch Drehen über
Kopf die Abnahme des nicht angebundenen Proteins im Überstand stärker ist.
Zudem wurde auch bei pH 9.0 eine im Vergleich zu pH 7.0 verstärkte Anbin-
dung festgestellt. Mit der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Protein und
Al2O3 ist das nicht erklärbar, da bei pH 7.0 das Protein leicht negativ und die Pul-
veroberfläche positiv geladen ist, während bei pH 9.0 die Pulveroberfläche nahezu
neutral ist. Vielmehr fügen sich beide Befunde in ein Bild, das auf geometrischen
Überlegungen beruht: Die Poren der Pulverpartikel sind viel zu klein, um das Ein-
wandern von S-Layer sheets mit typischen Abmessungen von 500 nm zu erlauben.
Werden die Proteinassemblate aber mechanisch durch starkes Schütteln
’
aufge-
mahlen‘ (Abbildung 5.4) oder chemisch destabilisiert (pH 9.0 liegt am oberen
Ende des Stabilitätsbereiches von S-Layern), so kommt es zur Diffusion kleinerer
Proteineinheiten in das Pulver.
Abbildung 5.5: Hochvergrößer-
te Aufnahme der Al2O3-
Pulveroberfläche nach einer
einstündigen Glühung bei 1300°C
(REM). Vergleiche Abbildung 5.2
rechts.
Durch Glühungen wurde versucht, die Porenstruktur des Pulvers für die Bele-
gung mit S-Layern günstiger zu gestalten. In REM-Analysen wurde ab 1100°C ei-
ne Veränderung der Oberfläche sichtbar (Abbildung 5.5). In diesem Temperatur-
bereich ist auch der Übergang der γ-Phase in die thermodynamisch stabile, hexa-
gonal dicht gepackte α-Phase, teilweise über andere Phasen der kubisch-flächen-
zentrierten Serie ablaufend, zu erwarten [117]. Durch Sintervorgänge nimmt die
spezifische Oberfläche stark ab, bei 1100°C beträgt sie noch 15 m2/g und bei
1200°C nur noch 5 m2/g (Herstellerangabe). Dabei schließen sich kleine Poren,
während der Durchmesser großer Poren zunächst wächst. Die Oberfläche der
bei 1300°C geglühten Probe enthält Poren mit 100 bis 200nm Durchmesser.
Tatsächlich konnte die Menge angebundenen Proteins dadurch ungefähr um den
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Faktor 2 gesteigert werden.
Vergleicht man nun die den angebundenen S-Layer zuzuordnende Fläche mit
der des Pulvers, so sind nur 0.7 bis 3.6 % der BET-Oberfläche des Al2O3 belegt.
Die den Gasmolekülen bei der BET-Messung zugänglichen Poren sind also nur zu
einem kleinen Teil für das Protein erreichbar. Wird der Vergleich allerdings mit
der Kugeloberfläche der Pulverpartikel gezogen, so übersteigt die S-Layerfläche
diese deutlich um den Faktor 16 bis 80. Das bedeutet, dass der wesentliche Teil
des Proteins nicht nur oberflächlich angebunden wird, sondern über eine gewisse
Distanz in die Porenstruktur des Trägers einwandert.
Durch REM und Fluoreszenzmikroskopie wurde versucht, das angebundene
Proteins hinsichtlich Lage und Größe der Assemblate zu analysieren. Im REM
wurden trotz vielfacher Versuche keine sheets auf der Pulveroberfläche gefunden.
Die Rauhigkeit der Al2O3-Oberfläche und elektrische Aufladungen erschweren
die Abbildung stark. Ein weiterer Grund dafür ist möglicherweise die Zerstörung
großer S-Layerkristalle beim Mischen.
Für die Fluoreszenzmikroskopie wurden die immobilisierten S-Layer nachträg-
lich mit dem Proteinfarbstoff TAMRA (Carboxytetramethylrhodamin) markiert.
Die Untersuchung mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie ergab eine gewisse
Konzentration des Fluoreszenzsignales auf den Randbereich der Pulverteilchen.
Allerdings zeigte auch die Blindprobe ohne Protein eine starke Anbindung des
Proteinfarbstoffes am Aluminiumoxidpulver beziehungsweise eine Diffusion von
TAMRA in die porösen Partikel. Eine sichere Analyse der Proteinverteilung auf
diesem Weg ist dadurch ausgeschlossen.
Abbildung 5.6: Pt2+-Anbindung
an 1200°C-geglühtes Al2O3-Pulver
mit und ohne adsorbiertem S-
Layerprotein von B. sphaericus
(UV/VIS).
Der zweite Prozessschritt ist die Anbindung von Pt(II)-Komplexen. Dieser
Vorgang wurde sowohl in Hinsicht seiner Kinetik als auch durch Charakterisierung
des Endzustandes untersucht. Das geschah durch spektrometrische Bestimmung
des nicht angebundenen Anteiles wie auch durch Messung der angebundenen
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Platinmenge mit EDX oder ICP-AES. Verglichen wurden dabei immer Proben
mit S-Layerprotein mit analogen Referenzproben ohne Protein.
Auf Al2O3-Pulver im Ausgangszustand konnte kein signifikanter Einfluss der
Anwesenheit des Proteins auf die Geschwindigkeit der Anbindung festgestellt
werden. Die Gesamtmenge des nach 24 h angebundenen Platins unterschied sich
ebenfalls nicht wesentlich. Aus Veröffentlichungen ist bekannt, dass Platinkom-
plexe eine Affinität zu Al2O3-Oberflächen haben [118]. Die Bindungskapazität
des reinen Pulvers ist infolge der hohen spezifischen Oberfläche sehr groß. Die
Grenze der Aufnahmefähigkeit wurde bei der Präparation von Proben mit 1 %
Platin nicht erreicht. Eine Erklärung für die Beobachtungen ist, dass die Anbin-
dung sowohl an das Substrat als auch an das S-Layerprotein schnelle Prozesse
sind und die Diffusion der Platinkomplexe ins Partikelvolumen den eigentlich
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt.
Anders verhalten sich geglühte Al2O3-Pulver mit stark verringerter Ober-
fläche. Hier ist die Pt(II)-Komplexaufnahme des Substrates eingeschränkt (Ab-
bildung 5.6). Für bei 1200°C geglühte Pulver wurde nach 24 h nur eine Anbindung
von 30 µmol pro Gramm Al2O3 festgestellt. Ein mit diesem Pulver hergestellter
Katalysator weist maximal einen Platingehalt von 0.6 % auf. Hingegen betrug der
Differenzbetrag 42µmol Pt2+ pro Gramm Substrat, wenn zuvor Protein am Pul-
ver adsorbiert wurde. Im Unterschied beider Bindungskapazitäten von 12µmol
Pt2+ pro Gramm Substrat kommt die Adsorption am S-Layer zum Ausdruck.
Abbildung 5.7: Oberfläche eines
mit S-Layerprotein von B. sphae-
ricus belegten und metallisierten
Al2O3-Partikels (REM).
Die vergleichsweise glatte Oberfläche des getemperten Pulvers begünstigt ra-
sterelektronenmikroskopische Untersuchungen bei hohen Vergrößerungen. Abbil-
dung 5.7 zeigt eine REM-Aufnahme der Oberfläche eines mit S-Layerprotein be-
legten und metallisierten Al2O3-Partikels. Die Porenstruktur ist typisch für die
Substratglühung bei 1200°C. Als weiße Punkte sind zusätzlich Anhäufungen von
Platinclustern zu erkennen. Deren Gruppierung spricht dafür, dass sie mit Protein
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assoziiert sind.
5.2.2 Anbindung an SiC-Formkörper
Formkörper aus Siliziumkarbidkeramik wurden aufgrund ihrer im Vergleich zu γ-
Al2O3-Pulver größeren Poren als alternatives Substrat ausgewählt. Die Hohlräume
des hier verwendeten Materials bilden durchgehende Netzwerke mit einem mittle-
ren Durchmesser von 30 µm. Auf Nanometerskala sind die SiC-Körner glatt, wes-
halb die spezifische Oberfläche auch nur 0.4 m2/g beträgt. Derartige wabenförmi-
ge SiC-Körper werden als Filter für Dieselrußpartikel eingesetzt.
Siliziumkarbid verdankt seine hohe Temperaturstabilität einer dünnen Schicht
SiO2 an seiner Oberfläche. Der isoelektrische Punkt von SiC liegt bei pH 3 [119].
Im und nahe dem neutralen pH-Bereich, bei dem die Adsorption von S-Layern
stattfindet, ist mit einer negativen Ladung der SiC-Oberfläche zu rechnen.
Die Anbindung aus Lösungen an Formkörper erfordert ein anderes Vorgehen
als an Pulver. Während es beim Al2O3-Pulver genügt, den Feststoff mit der Pro-
teinlösung intensiv zu mischen, muss die S-Layersuspension durch den makrosko-
pischen SiC-Filterkörper aktiv gepumpt werden (Abbildung 5.8). Insbesondere
wurde die Durchströmung der Wandungen in Längsrichtung durch alternierendes
Verstopfen der Enden erzwungen.
Bei Adsorptionsversuchen mit nativen S-Layern wurde die Anbindung von
ungefähr 1 mg Protein je Gramm Substrat bei pH 7 und Zugabe von 10mM
MgCl2 gemessen. Die Zugabe von Mg
2+-Ionen hat hier besondere Bedeutung,
weil dadurch die elektrostatische Abstoßung zwischen S-Layern und SiC stark
verringert wird (vergleiche Abschnitt 3.1). Die Menge immobilisierter S-Layer
bedeckt die gesamte Substratoberfläche, also auch die Poren im gesamten Wan-
dungsquerschnitt, rechnerisch zu 40 %. Diese Abschätzung ist konsistent mit
REM-Untersuchungen. Der Metallisierungsschritt bestand aus der Anbindung
von Pt(II)-Komplexen über einen Zeitraum von 12 h und der Reduktion der ange-
bundenen Komplexe mit DMAB nach Entfernen der restlichen Platinsalzlösung.
Die erzielten Platingehalte waren entsprechend der geringen Menge angebunde-
ner S-Layer niedrig. Durch EDX-Analysen konnte nur eine Obergrenze von 0.1
Masseprozent abgeschätzt werden. Rechnerisch ergibt die Anbindung und Reduk-
tion von 300 Platinkomplexen pro Monomer an 1mg Protein je Gramm Substrat
einen Platingehalt von 0.05 Masseprozent.
Die Erhöhung des Platingehaltes verspricht im allgemeinen höhere katalyti-
sche Aktivität und mehr Sicherheit bei deren Bestimmung. Dieses Ziel verfolgend,
wurden daher vorallem Möglichkeiten zur Anbindung schon metallisierter S-Layer
untersucht. Dieses Verfahren weicht von der bis hier her beschriebenen Anbindung
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Abbildung 5.8: Verfahren zur Anbindung an SiC-Formkörpern aus Lösungen.
Links: Schematische Zeichnung der Durchströmung des alternierend verstopften
Filterkörpers.
Rechts: Versuchsaufbau mit Schlauchpumpe und magnetischem Rühren. Das
zusätzliche Rühren verhindert die Sedimentation metallisierter S-Layer aus der
Lösung. Die durch die Schlauchpumpe erzeugte Strömung genügt dafür nicht.
nativer S-Layer und nachfolgender Metallclusterabscheidung am immobilisierten
Substrat ab. Vorteilhaft bei dieser Strategie ist, dass die Synthese der Metallclu-
ster dabei wie in den Grundlagenuntersuchungen ohne Anwesenheit einer anderen
Phase in wässriger Lösung stattfindet. Eine heterogene Nukleation am Substrat
wird dadurch ebenso ausgeschlossen wie eine Beeinflussung des Prozesses durch
die Adsorption der S-Layer an einer Oberfläche. Das Grundproblem dieser Strate-
gie besteht jedoch in der starken Neigung metallisierter S-Layer Agglomerate zu
bilden. Infolgedessen ist eine gleichmäßige einschichtige Belegung der Oberfläche
mit metallisierten S-Layer durch dieses Verfahren nicht zu erwarten.
Um der Schwierigkeit der Agglomeration zumindest teilweise zu begegnen,
wurde damit begonnen, eine Lösung aktivierter S-Layer durch den SiC-Körper
zu pumpen. Erst dann wurde die Reduktion durch Zugabe von DMAB ausgelöst
(siehe Anhang A.13). Die Absicht hinter dieser Vorgehensweise ist, dass sheets an
der Oberfläche anbinden, sobald genügend Metall auf ihnen abgeschieden wurde.
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Mit dieser Methode wurden die Proben mit den höchsten Platingehalten von
0.15 % (ICP) präpariert.
Abbildung 5.9: Mit metallisierten S-Layern (Platin abgeschieden auf S-Layern von
B. sphaericus) beschichteter poröser SiC-Körper (REM). Die Proteinassemblate
erscheinen dunkel, das Substrat hell. Zur Verstärkung der Anbindung wurden
10 mM MgCl2 beigegeben. Die Belegung der SiC-Oberfläche erfolgt auch in die
Tiefe der Porenräume. Oben rechts hat sich ein Agglomerat metallisierter S-Layer
über das Substrat gelegt.
Weniger ausgeprägt ist der Trend zur Bildung von Flocken bei Metallisierung
durch Reduktion mit Phosphatpuffer und NaN3, da die abgeschiedene Metall-
menge insgesamt niedriger ist (vergleiche Abschnitt 4.2.2). Abbildung 5.9 zeigt
so metallisierte S-Layer von Bacillus sphaericus auf SiC. Die dichte Belegung des
Siliziumkarbides geht in die Tiefe der Poren. Allerdings ist sie nicht vollständig
homogen. Die metallisierte S-Layer enthaltende Lösung wurde dazu durch den
Keramikkörper gepumpt, bis nach wenigen Stunden eine deutliche Entfärbung
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der Lösung eintrat. Eine Zugabe von bis zu 10mM MgCl2 verbessert die An-
bindung etwas, führt aber auch zur Bildung der beobachteten Inhomogenitäten.
Beim Spülen mit destilliertem Wasser war zu beobachten, dass sich ein Teil der
Beschichtung wieder löst. Der Gehalt an metallischem Platin wurde an dieser
Probe durch ICP-AES auf 0.02 % bestimmt. Das entspricht nur einem Zehntel
der als Salz eingesetzten Platinmenge. Die Verluste sind vorallem in der unvoll-
ständigen Reduktion und dem späteren Auswaschen zu suchen.
Mit den hier behandelten Verfahren ist es nicht möglich, SiC-Formkörper der-
art mit metallisierten S-Layern homogen zu beschichten, dass der Platingehalt die
bei kommerziell verwendeten Automobilkatalysatoren üblichen 1 % erreicht. Im
Vergleich mit Katalysatoren mit deutlich höheren Platingehalten ist daher mit
verminderter katalytischer Aktivität zu rechnen. Die Immobilisierung größerer
Mengen metallisierter S-Layer auf SiC-Trägern ist durch Sol-Gel Technik denk-
bar. Die metallisierten S-Layer werden dazu in ein Sol gemischt. Nach der Be-
schichtung und Wärmebehandlung bildet sich auf der Oberfläche des keramischen
Trägers eine wenige Mikrometer dicke Schicht SiO2- oder Al2O3-Xerogel heraus.
Idealerweise sind die metallisierten S-Layer als katalytisch aktive Komponente in
dem porösen Xerogel gut separiert eingebettet.
5.3 Katalytische Aktivität auf Al2O3-Substraten
Stellvertretend für die gesättigten Kohlenwasserstoffe wurde Butan (C4H10) aus-
gewählt und dessen katalytische Oxidation untersucht. Innerhalb der Reihe der
linearen gesättigten Kohlenwasserstoffe besteht allgemein die Tendenz, dass sich
längerkettige Moleküle leichter oxidieren lassen [120]. Zur katalytischen Oxidation
von Methan sind höhere Temperaturen nötig als beispielsweise für Butan.
Messtechnisch wurde mit dem Mikroreaktor eine Methode angewandt, die
geeignet ist, die Aktivität einer sehr kleinen Menge einer Katalysatorpräparation
zu untersuchen. Das war von Bedeutung, da S-Layerprotein im Labormaßstab
hergestellt wurde und nicht in ausreichender Quantität für die Herstellung großer
Probenmengen zur Verfügung stand. Die experimentellen Details sind in Anhang
A.14 aufgeführt.
Das Ergebnis einer Messserie ist in Abbildung 5.10 graphisch dargestellt. In
der Regel ergeben die über die Temperatur aufgetragenen Umsätze eine mehr
oder weniger steile S-förmige Kurve. Die s-layerhaltige Präparation zeigt davon
geringe Abweichungen. Sie katalysiert die Oxidation schon bei niedrigeren Tem-
peraturen als die Referenzproben ohne Protein. Die Temperaturdifferenz für 50 %
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Abbildung 5.10: Oxidation von Butan über drei platinhaltigen Präparaten, ge-
messen im Mikroreaktor. Der relative Platingehalt der Proben
”
Pt mit S-Layern
(DD)“ und
”
Pt-Referenz (DD)“ betrug 3.8 %. Ihre Reduktion erfolgte mit
DMAB. Bei 120°C wird zuerst bei der mit S-Layern präparierten Probe ein Um-
satz nachweisbar. Bei höheren Temperaturen folgen Referenzproben ohne Protein.
Umsatz beträgt 53 K zur parallel präparierten proteinfreien Referenz und noch
28 K zu einer in Friedrichshafen abweichend hergestellten Probe. Der Einsatz
von S-Layerprotein zur Clustersynthese bewirkt die Verringerung der zum Re-
aktionsablauf nötigen absoluten Temperatur um 10 %! Dieser Effekt ist selbst
bei Durchlaufen mehrerer Heizzyklen bis 400°C stabil. Eine Verwendung von S-
Layermonomeren beziehungsweise der Aminosäure Histidin anstatt von S-Layern
erbrachte dagegen Resultate, die kaum die der Referenzprobe übertrafen (hier
nicht gezeigt). Durch ICP-AES wurde außerdem festgestellt, dass diese Proben
weniger metallisches Platin enthielten.
Durch Vergleich mit Proben mit 1 % Pt wird der Einfluss der Platinkonzen-
tration auf die Fähigkeit zur Katalyse ersichtlich (Tabelle 5.1). Insbesondere die
wesentlich höhere Aktivität der Probe mit metallisierten S-Layern und 3.8 % Pt
im Vergleich zur analogen Probe mit nur 1.0 % Pt ist bemerkenswert. Für dieses
Verhalten kommen zwei Gründe in Frage:
Mit der höheren Edelmetallkonzentration geht bei gleichbleibender Clustergröße
ein geringerer Abstand der katalytisch aktiven Partikel einher. Die bei der Oxi-
dation freigesetzte Reaktionswärme führt daher zur stärkeren lokalen Aufheizung
des Katalysators, ein Effekt der als Bildung von hot spots bekannt ist.
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Probe Platingehalt T50 [°C] ∆relativ ∗
Metallisierte S-Layer I/II ∗∗ 3.8 % 209 −9.9 %
Referenz I/II ∗∗ 3.8 % 262 0
Referenz FHN ∗∗∗ 237
Metallisierte S-Layer I/II ∗∗ 1.0 % 250 −3.5 %
Referenz I/II ∗∗ 1.0 % 269 0
Serienkatalysator NC 3000 1.0 % 279 +1.8 %
Tabelle 5.1: Im Mikroreaktor gemessene Anspringtemperaturen T50 für die Oxi-
dation von Butan über verschiedenen Katalysatoren. Substrat war Al2O3-Pulver.
Die Einwaage des Katalysatormaterials wurde so angepaßt, dass der absolute
Platingehalt immer ∼ 100 µg betrug.
∗ ∆relativ = (T50 −TRef )/TRef . Die Temperaturen werden in Kelvin eingesetzt.
Als TRef wurden 250°C = 523 K für Proben mit 3.8 % Pt und 269°C = 542 K
für Katalysatoren mit 1.0 % Pt verwendet.
∗∗ Präparation und Messung wurden zweifach durchgeführt.
∗∗∗ Kein Analyseergebnis vorhanden.
Bei EDX-Analysen wurden an der 1 %-Probe ähnlich hohe Gehalte an Chlor und
Schwefel wie bei der 3.8 %-Probe gefunden. Es ist jedoch zu erwarten, dass die
Auswirkungen dieser Katalysatorgifte bei Präparationen mit niedrigeren Edelme-
tallgehalten stärker sind.
Zur Charakterisierung der Eigenschaften für die katalytische Oxidation von
Propen als ungesättigten Kohlenwasserstoff sollen hier die Ergebnisse des
’
upsca-
le‘-Versuches vorgestellt werden (zur Präparation vergleiche Anhang A.12). Eine
Zielsetzung des
’
upscale‘-Versuches war es, die Übertragbarkeit der im Mikroreak-
tor gemessenen Kennwerte auf größere Mengen zu untersuchen. Die eingesetzten
Massen Katalysatorpulvers überstiegen die der vorhergehenden Experimente um
den Faktor 500. Zuvor im Mikroreaktor gemessene Kennwerte wurden durch den
’
upscale‘-Versuch bestätigt.
Ungesättigte Kohlenwasserstoffe sind reaktiver als gesättigte, daher läuft die
Oxidation schon bei wesentlich niedrigeren Temperaturen ab (Abbildung 5.11).
Während die drei Referenzproben sehr eng gruppiert sind, erfolgen analoge Um-
sätze über dem s-layerhaltigen Katalysator schon bei 12 bis 14K niedrigeren
Temperaturen (Tabelle 5.2). Dieser Unterschied von circa 3 % der absoluten Tem-
peratur ist gut reproduzierbar.
Die Pulver der Probe mit S-Layer und der Referenz wurden nach der Kal-
zinierung bei 500°C transmissionselektronenmikroskopisch analysiert. Die dafür
nötigen Dünnschnitte wurden mittels Ionenstrahl aus den Pulverpartikeln präpa-
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Abbildung 5.11: Oxidation von Propen über mit und ohne S-Layerprotein präpa-
rierten Katalysatoren (siehe Anhang A.14). Substrat war Al2O3-Pulver, das als
wash coat auf Cordierit-Wabenkörper aufgebracht wurde.
Die präsentierten Kurven sind von hohen zu tieferen Temperaturen gemessen. Im
Vergleich zu Messungen bei steigenden Temperaturen sind die Kurven leicht zu
niedrigen T-Werten verschoben, es gibt einen Hystereseeffekt.
Probe Platingehalt T50 [°C] ∆relativ ∗
Metallisierte S-Layer 3.5 % 117 −3.0 %
Referenz 3.5 % 129 0
Referenz FHN 3.5 % 130 +0.2 %
Serienkatalysator NC 3000 1.0 % 131 +0.5 %
Tabelle 5.2: Anwendungsnah bestimmte Temperaturen T50 für 50 % Umsatz bei
der Oxidation von Propen über verschiedenen Katalysatoren (vergleiche Abbil-
dung 5.11).
∗ ∆relativ = (T50 −TRef )/TRef . Die Temperaturen werden in Kelvin eingesetzt.
Als TRef wurde 129°C = 402 K verwendet.
riert. Die Größe der beobachteten Platinpartikel unterschied sich nur geringfügig
(Abbildung 5.12): 2 bis 5nm Durchmesser mit S-Layern und 3 bis 6nm bei der
Referenzprobe. Das ist deutlich weniger als bei kommerziell verfügbaren Kataly-
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Abbildung 5.12: Platindispersion der Proben des upscale Versuches (TEM).
Durchstrahlbare Lamellen wurden aus dem Al2O3-Pulver durch FIB (focused ion
beam) herauspräpariert.
Links: Probe mit metallisierten S-Layern.
Rechts: Referenzprobe ohne Protein.
satoren. Offensichtlich bewirkt das Reduktionsmittel DMAB auch bei der protein-
freien Referenzprobe verhältnismäßig kleine Cluster. Es ist jedoch auch denkbar,
dass die Unterschiede zwischen beiden Proben im Ausgangszustand größer waren
als nach der Glühung bei 500°C.
Der eklatanteste Unterschied besteht in der räumlichen Anordnung der Edel-
metallpartikel. Diese konzentrierten sich bei der mit Protein präparierten Probe
mehr auf den Randbereich der Pulverpartikel und wiesen dort auch eine größere
laterale Dichte auf. Eine derartige Clusteranordnung erscheint für die katalyti-
schen Eigenschaften vorteilhaft.
An identisch präparierten Pulverproben wurde das Kleinwinkelstreuverhalten
für Röntgenstrahlung vermessen, um statistisch zuverlässige Informationen über
die Platinclustergröße zu erhalten (vergleiche Abschnitt 4.3). Das Hindernis für
die Auswertung der erhaltenen Daten war die allein vom Substrat hervorgerufene
starke Streuung, welche den Streueffekt der Platincluster überdeckt. Möglicher-
weise sind derartige Messungen wesentlich besser auf geglühten Al2O3-Pulvern
durchführbar.
Im Ergebnis dieser Untersuchungsergebnisse kann nicht zweifelsfrei entschie-
den werden, welcher Anteil der teilweise deutlichen Absenkung der Anspring-
temperatur T50 bei Verwendung von S-Layern zur Katalysatorherstellung auf die
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Verringerung der Clustergröße und welcher Anteil auf eine veränderte räumliche
Anordnung zurückzuführen ist. Aus oben genannten TEM-Untersuchungen kann
mit Gleichung 5.8 eine Zunahme der spezifischen Oberfläche der Platincluster von
circa 30 % infolge des Einsatzes von S-Layern abgeschätzt werden. Dem steht der
kaum quantifizierbare Effekt der Konzentration der Cluster auf den Randbereich
der Pulverpartikel gegenüber.
Die Oxidation von CO wurde an Katalysatorpulvern mit nur ∼ 0.4 % Pt-
Gehalt untersucht. Deren Präparation erfolgte abweichend von den bisher be-
schriebenen Proben. Es wurden in Lösung metallisierte beziehungsweise aktivier-
te S-Layer angebunden. Die Methode zur Messung der katalytischen Aktivität
weicht deutlich von den zuvor beschriebenen ab. Die Messung sehr ähnlicher Pro-
ben ergab teilweise schwer interpretierbare Abweichungen der Ergebnisse. Ein
Grund könnte sein, dass sich bei den sehr geringen Pulvermengen Inhomoge-
nitäten bemerkbar machen. Eine Auswahl der Ergebnisse ist in Abbildung 5.13
dargestellt.
Abbildung 5.13: Katalytische Oxidation von Kohlenmonoxid (siehe Anhang
A.15). Die gezeigten Kurven entsprechen der jeweils dritten Messung von 220
nach 130°C, da sich mit der zweiten Messung ein stationärer Zustand einstellte.
Der Umsatz wurde auf entsprechend der Platinmenge normiert. Alle drei mit S-
Layern präparierten Katalysatorpulver erreichen ihren Maximalumsatz bei nied-
rigeren Temperaturen als die Referenzprobe.
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Von den vier verwendeten Katalysatoren enthält die Referenzprobe etwas
mehr Platin (0.46 %) als die mit DMAB reduzierte und die aktivierte Probe
(0.43 %). Die mit Phosphatpuffer und NaN3 präparierte Probe hat einen Pla-
tingehalt von 0.40 %. Die Anspringtemperaturen für die CO-Oxidation steigen
in der Reihenfolge Probe mit aktivierten S-Layern, mit metallisierten S-Layern
(DMAB-Reduktion), danach mit PP und NaN3 reduziert und zum Schluss die
proteinfreie Referenz (DMAB-Reduktion). Die Angabe von T50 erscheint nicht
sinnvoll, da die maximal erzielten Umsätze stark variieren.
Am bemerkenswertesten ist das Verhalten der Probe mit aktivierten S-Layern.
Zwar wird die CO-Oxidation schon bei 150°C katalysiert, aber es wird nur ein
maximaler Umsatz von 35 % erreicht. Es ist wahrscheinlich, dass sich aus den an-
gebundenen Platinkomplexen während des ersten Heizzyklus sehr kleine Cluster
gebildet haben, die eine Erklärung für die Aktivität bei niedrigen Temperaturen
liefern. Andererseits ist es denkbar, dass das zwangsläufig in aktivierten S-Layern
enthaltene Chlor (vergleiche Abbildung 4.1) zu einem Absinken des Maximalum-
satzes führt.
Abbildung 5.14: Katalytische Oxi-
dation von 2.44 % Wasserstoff über
zwei platinhaltigen Katalysator-
präparaten. Das Vorgehen bei der
Messung entsprach im wesentli-
chen dem in Anhang A.15 beschrie-
benen. Die Darstellung des Umsat-
zes ist entsprechend der tatsächli-
chen Platinmenge normiert.
Schließlich wurden auch die Eigenschaften von Al2O3-geträgerten metalli-
sierten S-Layern für die katalytische Oxidation von Wasserstoff untersucht. Die
mit DMAB reduzierten Katalysatorproben (Platingehalt > 3 %) sind selbst bei
Raumtemperatur noch derart aktiv, dass Umsätze oberhalb von 70 % erzielt wer-
den (Abbildung 5.14).
Die vorgestellten Untersuchungsergebnisse zeigen, dass durch die Verwendung
bakterieller Oberflächenproteine zur heterogenen Nukleation bei der Herstellung
Al2O3-geträgerter Platincluster im Vergleich zu konventionellen Verfahren das
Einsetzen der katalytischen Aktivität zu niedrigeren Temperaturen verschoben
werden kann.
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5.4 Katalytische Aktivität auf SiC-Formkörpern
Die mit metallisierten S-Layern beschichteten porösen Wabenkörper aus Silizium-
karbid können direkt zu katalytischen Messungen verwendet werden (zur Präpa-
ration vergleiche Anhang A.13, zur Messung Anhang A.14). Infolge der vorgela-
gerten Kalzinierung der Proben wurden bei Wiederholungsmessungen im Tem-
peraturbereich von 100 bis 400°C keinerlei Eigenschaftsänderungen mehr festge-
stellt. Abbildung 5.15 zeigt den Umsatz bei der Oxidation von Propen über vier
identisch präparierten SiC-Körpern mit metallisierten S-Layern und vier weite-
ren Referenzproben ohne Protein. Alle diese Katalysatorproben zeigen ein nahezu
deckungsgleiches Verhalten. Die Reaktion springt oberhalb von 200°C an und T50
liegt bei ∼260°C. Eine Verschiebung dieser Kurven um ca. 20 K zu niedrigeren
Temperaturen konnte unter Verwendung von thermisch oxidiertem SiC (1100°C,
2 h an Luft) erreicht werden. Hier besteht allerdings keine statistische Sicherheit,
da nur jeweils eine Probe vermessen wurde.
Abbildung 5.15: Oxidation von Propen an auf SiC-Wabenkörpern präparier-
ten Katalysatoren (siehe Anhang A.14). Katalysatorproben mit S-Layern und
s-layerfreie Referenzen zeigen keine signifikanten Unterschiede.
Die Bestimmung des Platingehaltes der vermessenen Katalysatoren ergab eine
deutliche Gruppierung: die Proben mit S-Layerprotein enthielten nur halb soviel
Platin wie die Referenzproben (Tabelle 5.3). Beide lagen jedoch deutlich unter
dem theoretisch bei 100 % Anbindung erreichbaren Wert von 0.5 %. Außerdem
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zeigten die Probenkörper generell einen Abfall der Platinkonzentration weg von
dem Ende, das bei der Präparation der Lösung zugewandt war.
Proben Platingehalt (Messung
DC Stuttgart, Mittel-
wert aus je 4 Proben)
Platingehalt (Messung
TU BA Freiberg, Mittel-
wert aus je 2 Proben)
Metallisierte S-Layer 0.14 % 0.10 %
Referenz 0.27 % 0.22 %
Tabelle 5.3: Platingehalt der SiC-geträgerten Proben aus zwei parallelen Bestim-
mungen.
Der Analysebefund, dass zwei Probenserien mit ebenbürtigen katalytischen
Eigenschaften sich im Platingehalt um den Faktor 2 unterscheiden, impliziert
die erhöhte Aktivität der am Biotemplat S-Layer nukleierten Cluster. Als Grund
kommt in erster Linie die größere spezifische Oberfläche in Frage. Anders als
bei der Verwendung von hochporösem γ-Al2O3 Pulver als Substrat (vergleiche
Abschnitt 5.3) ist beim SiC die Bildung eines Pt-Konzentrationsgradienten senk-
recht zur Oberfläche dagegen nicht möglich. Auch die heterogene Nukleation an
der SiC-Oberfläche wird wenig Bedeutung haben, da keine Anbindung von Pt2+-
Komplexen nachweisbar war und ansonsten die Diffusionswege lang sind.
Im Vergleich zu den Al2O3-geträgerten Katalysatorproben findet ein Umsatz
über den Katalysatoren mit SiC-Substrat erst bei um 100K höheren Tempe-
raturen statt. Aus dieser direkten Gegenüberstellung jedoch einen allgemeinen
Schluss auf die bessere Eignung von Al2O3 als Substrat zu ziehen, erscheint in-
sofern nicht legitim, als dass die Platinkonzentrationen sich um eine Zehnerpo-
tenz zwischen den vermessenen Proben unterscheiden. Der Versuch, den Platin-
gehalt der auf SiC-Trägern präparierten Proben drastisch zu erhöhen ohne ein
anderes Präparationsverfahren anzuwenden, dürfte zwangsläufig zu inhomogener
Verteilung metallisierter S-Layer beziehungsweise der Cluster führen. Diese Ag-
glomeration erscheint für die Temperaturstabilität sehr ungünstig, da der geringe
Abstand zwischen den Partikeln die Ostwald-Reifung begünstigt. Zu Vergleichs-
zwecken sollte vielmehr die bestehende Möglichkeit genutzt werden, Proben mit
geringeren Pt-Gehalten auf Al2O3-Substrat herzustellen.
5.5 Thermische Stabilität von Platinclustern
Das Verhalten hochdispersen Platins auf Siliziumkarbid bei hohen Temperaturen
und der Einfluss des Biotemplates wurden modellhaft untersucht. Dazu wurden
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durch Reduktion mit Phosphatpuffer und NaN3 metallisierte S-Layer auf SiC
immobilisiert. Als proteinfreie Referenzprobe wurde K2[PtCl4] mit DMAB redu-
ziert. Der Platingehalt beider Präparationen betrug 0.1 %. Teile dieser Proben
wurden bei 500, 700 und 900°C an Luft geglüht. Die Haltezeit bei Maximaltem-
peratur betrug 2h. Der Ofen kühlte danach mit τ1/2 = 60 min ab. Die Analyse
der Edelmetallpartikel erfolgte ex-situ rasterelektronenmikroskopisch.
Die Abbildungen 5.16 und 5.17 zeigen für jede Probe und Temperatur ein
typisches Bild. Für den direkten Vergleich wurden immer Bilder mit derselben
Vergrößerung ausgewählt. Die Größe der Cluster beider Proben im Ausgangszu-
stand liegt unterhalb der Auflösungsgrenze des REM von 10 nm; die Charakte-
risierung ist daher auf diesem Weg nicht möglich. Der Durchmesser der auf dem
Biotemplat erzeugten Pt-Cluster dürfte im Ausgangszustand ∼ 2 nm betragen
haben (vergleiche Abschnitt 4.2.2), die Verteilung der metallisierten sheets auf
dem SiC entsprach der Abbildung 5.9.
Die Glühung denaturiert zuallererst das Protein, später ist die Oxidation des
verbleibenden Kohlenstoffes zu erwarten. Dass die Pyrolyseprodukte Kohlenstoff
und Stickstoff mit dem Substrat Verbindungen eingehen, erscheint dennoch nicht
ausgeschlossen. Die ermittelten Größen der Platinpartikel sind in Tabelle 5.4 zu-
sammengestellt. Besonders deutlich ist Einfluss des S-Layers nach der Temperung
bei 500°C. Im Falle der durch Biotemplating erzeugten Pt-Cluster besteht noch
eine dichte Anordnung sehr kleiner Partikel. Diese Beobachtung ist in Überein-
stimmung mit der Untersuchung von Wahl auf Si3N4-befilmten TEM-grids [15].
Bei weiterer Temperaturerhöhung koagulieren die Platinpartikel in flächige Ge-
bilde, die oft die äußere Form des Protein sheets beibehalten.
Die durch Ostwald-Reifung hervorgerufene Vergröberung der Platinpartikel
ist bei den konventionell hergestellten Clustern der Referenzprobe deutlich stärker.
Hier bilden sich bis zu mikrometergroße Kristallite und Agglomerate heraus. Für
den Unterschied im thermischen Verhalten beider Präparationen kommen zwei
Gründe in Frage: das auf dem Biotemplat S-Layer erzeugte Platin liegt nach
der Präparation in einer günstigeren räumlichen Ausgangsverteilung vor. Es ist
flächenhaft angeordnet. Im Gegensatz dazu bilden die konventionell hergestell-
ten Cluster schon Agglomerate. Zum anderen könnten die Pyrolyseprodukte des
S-Layers eine stabilisierende Wirkung gegen Diffusion des Platins auf der Sub-
stratoberfläche haben.
Die interessante Frage nach der chemischen Natur der platinhaltigen Phase
konnte hier nur angerissen werden. Thermodynamisch ist an Luft oberhalb von
∼700°C metallisches Platin die stabilste Phase, darunter sind es die Oxide Pt3O4
und PtO2. Während diese Aussage für makroskopische Festkörper gilt, sind die
Stabilitätsbereiche der Platinphasen in kleinen Clustern stark von deren Größe
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T [°C] Größe mit SL [nm] Größe Referenz [nm]
RT 2 (aus TEM) <10
500 <10 15 ... 70
700 9 ... 50 30 ... 100
900 12 ... 500 (flächig) 40 ... 500 (Kristallite)
Tabelle 5.4: In REM-Analysen beobachtete Größen von Platinpartikeln nach
Temperaturerhöhung.
abhängig [121, 122]. Welches der unterschiedlichen Oxide nun tatsächlich vorliegt,
ist von großer Bedeutung. Beispielsweise konnte nachgewiesen werden, dass das
Partikelwachstum bei 750°C an Luft durch die Bildung von PtO2 verursacht
wird [123]. Andererseits unterscheiden sich die katalytischen Eigenschaften der
Oxidoberflächen stark. Aus molekulardynamischen Berechnungen wird erwartet,
dass Pt3O4 für die Oxidation von Methan die aktivste Phase ist [124].
Das vom üblichen Erscheinungsbild der Platincluster auf SiC abweichende
Aussehen der Platinphasen in Abbildung 5.16 Mitte und unten lässt die Annahme
zu, dass sich hier Platinoxide gebildet haben.
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Abbildung 5.16:
Wachstum der Pla-
tinpartikel ausgehend von
metallisierten S-Layern
von B. sphaericus auf
SiC bei Wärmebehand-
lung (REM). Die Bilder
entsprechen dem Zustand
nach einer zweistündigen
Glühung an Luft bei
500, 700 und 900°C (von
oben nach unten). Die
Vergrößerung beträgt
überall nominell 50000-
fach, der Maßstabsbalken
repräsentiert 400 nm.
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Abbildung 5.17:
Wachstum der Pla-
tinpartikel der proteinfrei
präparierten Referenzpro-
be bei Wärmebehandlung
(REM). Die Bilder ent-
sprechen dem Zustand
nach einer zweistündigen
Glühung an Luft bei
500, 700 und 900°C (von
oben nach unten). Die
Vergrößerung beträgt
überall nominell 50000-
fach, der Maßstabsbalken
repräsentiert 400 nm.
Kapitel 6
Zusammenfassung und Ausblick
Nanoskalige Edelmetallpartikel können mittels heterogener Nukleation an bak-
teriellen Oberflächenproteinen hergestellt werden. Von grundlegender Bedeutung
für das Erscheinungsbild des gebildeten hochdispersen Metalles sind dabei die
Morphologie und die physikochemischen Eigenschaften des biomolekularen Tem-
plates sowie dessen Einfluss auf den Prozess der Clustersynthese.
Auf ein detaillierteres Verständnis des Verhaltens des Proteintemplates abzie-
lend wurde dessen elektronische Struktur spektroskopisch untersucht. Die besetz-
ten elektronischen Zustände wurden durch Photoemissionsspektroskopie charak-
terisiert. Chemische Bindungen äußern sich vorallem in den energetisch höchst-
gelegenen Niveaus des sogenannten Valenzbandes. Dessen Struktur kann durch
Vergleiche mit numerischen Untersuchungen an Peptiden interpretiert werden.
Das HOMO leitet sich danach von π-Wolken aromatischer Ringe und lone pairs
des Sauerstoffs und Stickstoffs ab, die elektronischen Zustände der C-H und C-C
Einfachbindungen folgen mit absteigender Energie.
Die partiellen Zustandsdichten der unbesetzten elektronischen Niveaus wurde
elementspezifisch mit NEXAFS-Spektroskopie ermittelt. Beispielsweise zeigt das
C-1s Spektrum im Bereich der π*-Anregungen intensive Resonanzen, die nach
dem building block model C=C und C=O Doppelbindungen zugeordnet werden
können. Das Verhältnis der Intensitäten der Resonanzen widerspiegelt die rela-
tiven Häufigkeiten der Bindungen und steht in Übereinstimmung mit der publi-
zierten Aminosäuresequenz von Bacillus sphaericus NCTC 9602.
Im Ergebnis beider Verfahren wurde die Energielücke zwischen HOMO und
LUMO zu ∼ 3.0 eV bestimmt. In der Breite dieses Energiebereiches ohne Zustände
ähnelt der Proteinkristall einem Halbleiter. Erstaunlicherweise liegt die Fermi-
energie sehr nahe zur Unterkante des LUMO. Daraus folgt für zukünftige Unter-
suchungen die überaus interessante Fragestellung nach Möglichkeiten zur Modi-
fizierung des S-Layers, so dass Energieniveaus im LUMO besetzt werden. Das ist
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Voraussetzung für das Auftreten einer elektrischen Leitfähigkeit. Die Nutzbarkeit
derartiger Modifikationen, beispielsweise zur Adressierung von metallischen Na-
nopartikeln, ist jedoch auch von der räumlichen Ausdehnungen der elektronischen
Zustände abhängig.
Bei der Anbindung von Pt2+-Komplexen im Zuge der Aktivierung erfahren
die C=C und C=O Doppelbindungen keine signifikanten Änderungen. Die In-
teraktion der Platinkomplexe mit dem Carbonyl-Sauerstoff der Peptidbindung
erscheint als Bindungsmechanismus daher unwahrscheinlich. Bei der Aktivierung
verschiebt sich die Obergrenze des HOMO in Richtung Fermigrenze.
Erwartungsgemäß werden nach der Reduktion der angebundenen Komplexe
elektronische Zustände an der Fermigrenze gefunden. Diese sind kennzeichnend
für metallisches Verhalten.
Für Platin und Palladium wurde der Einfluss des Reduktionmittels auf Größe
und Anordnung der gebildeten Metallcluster mittels TEM untersucht. Integrale
Aussagen zur Partikelgröße wurden im System Palladium/S-Layer darüber hin-
aus durch Kleinwinkelstreuung gewonnen. Die Ergebnisse beider Methoden sind
konsistent.
Bei Reduktion mit Dimethylaminoboran kommt es nach einigen Sekunden
zur Bildung von Partikeln mittleren Durchmessers: 3.9 nm (Pt) und 8.9 nm (Pd).
Deren Anordnung folgt nicht der Symmetrie des Templates.
Durch Reaktion mit Phosphatpuffer und Natriumazid bilden sich über einen
Zeitraum von 24 h feinste Platincluster von 1.9 nm mittlerem Durchmesser auf
dem S-Layer aus. Teilweise sind diese regelmäßig angeordnet. Es wird dabei nur
ein Teil der eingesetzten Platinkomplexe reduziert. Beobachtet wurden zudem
große Partikel von abweichendem Habitus, wahrscheinlich nichtmetallische Nie-
derschläge.
Wird gasförmiger Wasserstoff zur Reduktion verwendet, so erstreckt sich die
Wachstumsphase der Cluster auf mehrere zehn Minuten. Die gebildeten Cluster
liegen in einer stark bimodalen Größenverteilung vor. Neben kleinen Clustern
war auch eine Klasse sehr großer sphärischer Partikel mit Durchmessern von
über 100 nm zu beobachten.
Als Reduktionsmittel für die Herstellung von Katalyseproben wurde meist
DMAB gewählt, da dieses Reagenz die sichere Reduktion des gesamten einge-
setzten Platinsalzes ermöglicht. Es wurde das Ziel verfolgt, metallisierte S-Layer
derart auf einem Substrat zu immobilisieren, dass sie die Oberfläche einschichtig
bedecken. Diese Konfiguration erscheint im Hinblick auf die thermische Stabilität
des Clusterensembles am günstigsten. Dazu sind Substrate mit hoher spezifischer
Oberfläche und geeigneter Porenstruktur notwendig.
Unter Verwendung von γ-Al2O3-Pulver als Substrat wurden Proben mit Pla-
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tingehalten von bis zu 3.8 % hergestellt. Deren katalytische Aktivität wurde für
verschiedene Oxidationsreaktionen vergleichend untersucht. Die katalytische Oxi-
dation von Butan setzt über einer s-layerhaltigen Probe schon bei einer um 53 K
niedrigeren Temperatur ein als über einer s-layerfreien Referenzprobe, die anson-
sten analog präpariert wurde. Das entspricht einer Verringerung der (absoluten)
Anspringtemperatur um 10 %! Die erhöhte Aktivität ist auch nach mehreren Heiz-
zyklen bis auf 400°C reproduzierbar.
Für die Oxidation von Propen ist ein gleichgerichteter Effekt nachweisbar.
Auf allgemein niedrigerem Temperaturniveau beträgt die Verringerung der An-
springtemperatur der Probe mit metallisierten S-Layern im Vergleich zu den Re-
ferenzproben hier 12K beziehungsweise 3 %.
Die Bedeutung der reduzierten Anspringtemperaturen liegt beispielsweise in
der katalytischen Behandlung von Automobilabgasen. Sie implizieren hier eine
deutliche Verminderung des Schadstoffausstoßes während der Kaltstartphase.
Alternativ wurde die Verwendung von Wabenkörpern aus porösem Silizi-
umkarbid als Substrat mit abweichender Porenstruktur untersucht. Die hier er-
reichbaren Platinkonzentrationen liegen deutlich niedriger als auf Al2O3-Pulver.
Vor diesem Hintergrund ist es verständlich, dass die katalytische Aktivität der
SiC-Präparate auf einem höheren Temperaturniveau einsetzt als die der Al2O3-
geträgerten Proben. Es wurde eine Probenserie metallisierter S-Layer auf SiC her-
gestellt, die das gleiche katalytische Verhalten zeigen wie proteinfrei hergestellte
Referenzproben mit doppeltem Edelmetallgehalt. Daraus kann auf eine erhöhte
Aktivität des feindispersen Platins und ein nicht unbedeutendes Einsparpotential
an Edelmetall geschlossen werden.
Das auf Siliziumkarbid hochdispers vorliegende Platin zeigte sich bei Wärme-
behandlung an Luft bis auf 500°C stabil. Darüber hinaus setzt ein Partikelwachs-
tum ein, an dem die Bildung oxidischer Phasen beteiligt scheint.
Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, Gold- und Silbercluster auf S-Layern
templatgesteuert zu synthetisieren. Ersteres wurde durch die Inkubation von S-
Layern mit [AuCl4]
− und der nachfolgenden stufenweisen Reduktion mit DMAB
erreicht. Im zweiten Fall war eine andere Synthesestrategie erfolgreich. Dazu wur-
de Silber durch Reduktion von ammoniakalischem Silbernitrat mit Wasserstoff
auf zuvor gebildeten Palladiumkeimen abgeschieden. Die Größe der Silberpar-
tikel ist dabei gut steuerbar. Insbesondere die Untersuchung der katalytischen
Eigenschaften der proteinassoziierten Goldcluster birgt potentiell attraktive Er-
gebnisse.
Anhang
A.1 Verwendete Chemikalien
Alle Chemikalien wurden bezogen von Sigma-Aldrich, Taufkirchen und Merck /
VWR-International, Darmstadt.
Folgende Standardpuffer wurden, wenn nicht anders angegeben, verwendet:
TRIS/HCl-Puffer: 50 mM TRIS/HCl, 3 mM NaN3, 1 mM MgCl2, pH 7.4
TRIS/H2SO4-Puffer: 50 mM TRIS/H2SO4, pH 7.4
Phosphatpuffer: 50 mM KH2PO4/Na2HPO4, 3 mM NaN3, 1 mM MgCl2, pH7.4.
A.2 AFM Abbildung nativer S-Layer
Adsorption:
Zur hochauflösenden Abbildung eignen sich atomar glatte Substrate. Diese sollen
jeweils direkt vor der Untersuchung frisch gebrochen werden. Dadurch sind Kon-
taminationen des Substrates ausgeschlossen. Eine hinreichende Menge der Prote-
inlösung mit 40 µg Protein / ml in 20 mM TRIS/HCl, pH 7.0, 150mM KCl und
1 mM MgCl2, gewöhnlich 50 bis 100 µl, wird auf das Substrat pipettiert. Zum
Schutz der Probe sollte sie während der Adsorptionsdauer abgedeckt werden.
Nach einer halben Stunde kann die Proteinlösung abgezogen und sofort mehrfach
mit destilliertem Wasser beziehungsweise Abbildungspuffer gespült werden. Die
Probe sollte dabei unter keinen Umständen trocknen!
Abbildung:
Der Abbildungspuffer besteht aus 20 mM Phosphatpuffer bei pH 7.0, dem 10 mM
MgCl2 zugegeben werden. Nach Präparation der Probe und dem Einsetzen der
Spitze in den Halter sollte noch circa 30min gewartet werden, bevor mit der
Abbildung begonnen wird. Nach Annäherung der Spitze an die Probe wird die
Kraft so weit minimiert, dass die Spitze gerade noch mit der Oberfläche in Kon-
takt ist. Dies geschieht durch Verringerung des setpoints. Die Feedback -Parameter
‘integral ‘ und ‘proportional gain‘ werden möglichst hoch eingestellt, ohne jedoch
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in ein Regime resonanter Schwingungen zu gelangen. Gescannt wird mit einer
Rate von 4 bis 7 s−1.
Zur Abbildung im contact mode werden AFM-Spitzen mit möglichst weichem
Cantilever benutzt. Besonders gute Resultate wurden mit Olympus-Spitzen OM-
CL TR400PSA erzielt.
A.3 Rekristallisation von S-Layerprotein an
Substratoberflächen
Aus einer Standardsuspension wird das Protein durch Zentrifugation oberhalb
von 10000 g pelettiert. Nach Verwerfen des Überstandes kann das Pellet direkt in
5 M GHCl gelöst und 2 h inkubiert werden. Der Proteingehalt soll jetzt 1mg/ml
betragen. Dialysiert wird einige Stunden bei 4°C gegen 0.5 mM TRIS/HCl-Puffer
pH 9.0, wobei die Pufferlösung mindestens einmal ausgetauscht werden sollte. Das
Dialysat kann nach Zugabe von 1 bis 10mM MgCl2 auf das Substrat aufgetropft
werden. Dort sollte es 12 bis 24 h verbleiben. Um das Eintrocknen der kleinen
Flüssigkeitsvolumina zu verhindern, kann in einer feuchten Atmosphäre gearbei-
tet werden.
A.4 Metallisierungsvorschriften für Pt und Pd
Grundsätzlich werden die verwendeten Lösungen von K2[PtCl4] und K2[PdCl4]
zumindest 24 h vor Verwendung angesetzt, damit sich das Hydrolysegleichgewicht
der vier Liganden des Metallkomplexes einstellen kann.
Aktivierung:
Zu 1 ml 3 mM Metallsalzlösung werden 30 µl S-Layersuspension in TRIS/H2SO4-
Puffer, mit einem ungefähren Proteingehalt von 10mg/ml gegeben. Nach einer
24-stündigen Inkubation hat die maximal mögliche Anzahl von Komplexen am
Protein angebunden. Die Aktivierung soll unter Lichtabschluss stattfinden, da
Platinsalze photosensitiv sind.
Reduktion mit DMAB:
Zu 1 ml aktivierter S-Layer werden 300µl 10 mM DMAB gegeben. Die Reduktion
läuft innerhalb einer Minute ab. Oft ist dabei eine Agglomeration der metallisier-
ten S-Layer zu beobachten. Für die hier angegebenen Konzentrationen beträgt
das Masseverhältnis von metallischem Platin zu Protein 2:1.
Reduktion mit Phosphatpuffer und NaN3:
Für diese Präparation muss das S-Layerprotein in Phosphatpuffer mit Natri-
umazid vorliegen. 30 µl dieser S-Layersuspension werden zu 1 ml 3 mM Me-
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tallsalzlösung gegeben. Die Reaktion erfolgt bei 32°C in dunkler Umgebung.
Während dieser Zeit kann es zu einer leichten Sedimentation metallisierten Pro-
teins kommen.
Reduktion mit molekularem Wasserstoff :
35 ml gealterte 3 mM K2[PdCl4] werden mit 1.5 ml S-Layersuspension (10 mg/ml
in TRIS/H2SO4-Puffer) über 24 h inkubiert. Zur Reduktion wird gasförmiger
Wasserstoff in die Lösung eingeleitet. Durch zusätzliche Rührung werden feine
Bläschen erzeugt und der Gasaustausch verbessert. Nach spätestens 10 min kann
der Beginn einer Graufärbung der Lösung beobachtet werden.
A.5 Metallisierung mit Au
Herstellung eines Goldsoles:
Einer 0.5 mM HAuCl4-Lösung wird 1.0 mM Natriumcitrat zugegeben. Die Re-
aktion tritt bei Erhitzen oberhalb von 80°C ein [80]. Nach einer Stunde weist die
Lösung die charakteristische Pupurfärbung auf.
Goldclustersynthese auf S-Layern:
Ausgehend von einer 2 mM Goldsäure HAuCl4 wird zunächst durch Zugabe von
NaOH eine Lösung mit pH 9.0 hergestellt. Das ist notwendig, da der pH-Wert der
reinen Goldsäure unterhalb des Stabilitätsbereiches der S-Layer liegt. 950µl der
so hergestellten Na[AuCl4]-Lösung werden mit 50 µl S-Layerprotein von Bacillus
sphaericus (10 mg/ml in TRIS/HCl Puffer) über 20 h inkubiert. Zur Reduktion
werden schrittweise kleine Mengen DMAB zugegeben: 10 µl 10 mM DMAB pro
Minute bis zum Erreichen einer Endkonzentration von 1mM .
A.6 Metallisierung mit Ag
Herstellung kolloidaler Silbercluster durch H2-Reduktion:
10 ml einer 1 mM AgNO3-Lösung wird 1 mM Natriumcitrat zugesetzt. Citrat
fungiert hier sowohl als Reduktionsmittel als auch als Stabilisator. Die Lösung
wird in einen mindestens 100 ml fassenden Rundkolben gegeben und auf circa
20 mbar evakuiert. Danach wird mit Stickstoff geflutet. Dieser Spülschritt sollte
zweimal durchgeführt werden, um Sauerstoff aus der Atmosphäre zu entfernen.
Im letzten Schritt wird der Kolben mit Wasserstoffgas gefüllt, verschlossen und
lichtgeschützt bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach ungefähr einem Tag bilden
sich Silbercluster, was an der goldgelben Färbung der Lösung zu verfolgen ist.
Silberclustersynthese auf S-Layern:
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Der erste Schritt ist die Erzeugung von Palladiumkeimen auf den S-Layern. Dazu
werden 100 µl S-Layersuspension in TRIS/H2SO4-Puffer (Proteingehalt 10mg/ml)
mit 2 ml 1.5 mM K2[PdCl4] aktiviert. Die Aktivierung wird nach einigen Stunden
beendet, indem nicht angebundene Pd2+-Komplexe durch Dialyse gegen destillier-
tes Wasser entfernt werden. Während der 24-stündigen Dialyse sollte das Wasser
zumindest einmal gewechselt werden. Durch Zugabe von 1 mM DMAB werden
die gebundenen Komplexe reduziert, es bilden sich feinste Cluster. Ein erneuter
Dialyseschritt entfernt nicht umgesetztes DMAB sowie Chloridionen.
Die Silberabscheidung erfolgt, indem der zuvor erzeugten Proteinlösung mit
Pd-Keimen frisches ammoniakalisches Silbernitrat zugesetzt wird, so dass eine
Konzentration von 1 mM AgNO3 und 4 mM NH3 vorliegt, und die Lösung wie
zuvor beschrieben mit Wasserstoffgas zur Reaktion gebracht wird. Bei fortge-
schrittener Silberabscheidung können sich in der Lösung sichtbar dunkle Agglo-
merate bilden.
A.7 Herstellung von TEM-Präparaten
Für TEM-Untersuchungen wurden gewöhnlich kohlebefilmte Kupfernetzchen mit
einer Maschenweite von 400 grid verwendet (Plano, Wetzlar). Kommen die TEM-
Netzchen für längere Zeit mit korrosiven Lösungen (auch K2[PtCl4]!) in Kontakt,
so empfiehlt sich die Verwendung von Goldnetzchen.
Negativstain von nativem Protein:
Zur Adsorption der S-Layer empfiehlt es sich, den Kohlefilm zuvor vorsichtig zu
hydrophilisieren. Dazu werden die TEM-Netzchen für 10 s bei minimaler Leistung
einem Restgasplasma ausgesetzt (Plasma-Prep II, SPI-Supplies, West Chester,
USA). Zur Adsorption haben sich Proteinkonzentrationen im Bereich von 0.25 bis
1 mg/ml bewährt. Die Proteinlösung wird entsprechend mit destilliertem Wasser
verdünnt, ca. 10 µl auf das Netzchen pipettiert und nach 2min wieder abgezogen.
Vor dem nächsten Schritt kann vorsichtig mit Wasser gespült werden. In jedem
Fall darf die Probe nicht trocknen. Der Negativstain erfolgt durch Auftropfen
einer 2.5 prozentigen Uranylazetat-Lösung. Nach 40 s sollte diese komplett mit
Filterpapier abgezogen werden. Die Probe soll dann an Luft trocknen und darf
keinesfalls noch einmal gewaschen werden.
TEM-Proben von metallisiertem Protein:
Hierzu wird nur die Lösung mit metallisierten S-Layern auf das TEM-Netzchen
aufgetropft. Nach ca. 5 min wird diese wieder abgezogen und das TEM-grid vor-
sichtig mit destilliertem Wasser gewaschen. Unter Umständen kann es sich als
notwendig erweisen, die metallisierte Lösung zuvor zu verdünnen.
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A.8 Verwendete Geräte
TEM:
CM 200 der Firma Philips (Niederlande) mit LaB6-Kathode und Planfilmkamera.
CM 200 der Firma Philips (Niederlande) mit Feldemissions-Kathode und 1024 x
1024 CCD-Kamera.
EM 912 der Firma Zeiss (Deutschland) mit LaB6-Kathode, Omega-Filter und
1024 x 1024 CCD-Kamera.
REM:
982 Gemini der Firma Zeiss (Deutschland) mit LaB6-Kathode.
AFM:
Nanoscope IIIa der Firma Digital Instruments (USA).
UV/VIS Spektrometer:
Cary 50 Bio der Firma Varian (Australien).
A.9 Ermittlung der Clustergröße aus TEM-
Abbildungen
Die digitalisierten TEM-Abbildungen werden zuerst manuell durch Setzen des
geeigneten Schwellenwertes und Filterung in ein binäres Schwarz-Weiß-Bild um-
gewandelt. Dieser Schritt ist für das Ergebnis der wichtigste. Dabei muss iterativ
durch visuellen Vergleich zwischen dem Original in Graustufen und dem binären
Bild die größtmögliche Übereinstimmung erzielt werden. Die numerische Auswer-
tung des binären Bildes übernimmt dann eine Auswertesoftware wie beispielsweise
Scion Image.
Gewöhnlich wurde ein Grenzwert für die Clustergröße festgelegt, unterhalb
dessen die Messwerte nicht erfasst wurden. Der Grund dafür ist, dass feinste
Cluster nicht mehr von dem durch den Carbonfilm, die Abbildung selbst und das
Scannen der Negative entstandenen Rauschen trennen lassen. Außerdem ist die
Auswertung vereinzelter Cluster der sehr dicht belegter Flächen vorzuziehen, da
es bei letzterer sehr schnell zur Erfassung mehrerer Cluster zusammen als ein
Partikel kommt.
A.10 PE- und NEXAFS Spektroskopie
Probenpräparation mit nativem Protein:
Die Probenherstellung erfolgte ex-situ auf Silizium unmittelbar vor der Mes-
sung. Die Substrate mit ca. 25 ∗ 6 mm2 Abmessung stammten aus kommerziell
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erhältlichen n-Typ Siliziumwafern mit natürlicher Oxidschicht. Sie wurden mit
Aceton, Ethanol und destilliertem Wasser vorgereinigt sowie mit einem Luft-
Restgasplasma beglimmt (RF Leistung 20W , 10 min). Die Oberfläche wurde
homogen belegt, indem eine Proteinlösung (1 mg/ml in 25 mM TRIS Puffer,
pH 7.4, 10 mM MgCl2) aufgetropft wurde. Nach 30 min Adsorptionsdauer wurde
diese entfernt und die Oberfläche mehrfach gründlich mit destilliertem Wasser ge-
spült. Vor dem Einschleusen in die Messapparatur wurde die Siliziumoberfläche
im Stickstoffstrom getrocknet.
Aktivierte und metallisierte S-Layer:
Um die gleichmäßige hohe Belegung des Siliziumsubstrates zu gewährleisten, wur-
den aktivierte beziehungsweise metallisierte S-Layer nicht direkt aus wässrigen
Lösungen adsorbiert, da diese sich dort bevorzugt zu flockigen Gebilden zusam-
menlagern. Vielmehr wurden im ersten Schritt native S-Layer adsorbiert. Danach
schloss sich der Aktivierungsschritt an. Analog zur Metallisierungsprozedur in
Anhang A.4 wurden die Siliziumsubstrate mit den adsorbierten S-Layern 24h in
einer gealterten 3 mM K2[PtCl4]-Lösung unter Lichtabschluss inkubiert. Im Falle
der metallisierten S-Layer wurden die angebundenen Platinkomplexe im dritten
Schritt mit 10 mM DMAB reduziert. Nach jedem Schritt wurde die Lösung, ohne
jedoch die Probe zu trocknen, komplett abgezogen und mehrfach mit destilliertem
Wasser gespült. Damit wird sichergestellt, dass es keinen Übertrag von flüssiger
Phase in den nächsten Prozessschritt gibt. Zum Abschluss wurden die Proben
gründlich getrocknet.
Spektroskopische Messungen:
Die Messungen wurden am Berliner Speicherring für Synchrotronstrahlung (BES-
SY) an der Russisch-Deutschen Dipolbeamline durchgeführt. Charakteristisch
für diese Beamline sind das breite, kontinuierliche Energiespektrum mit Pho-
tonenenergien zwischen 30 und 1500 eV mit geringen Strahlungsintensitäten und
die sehr hohe Energieauflösung des Versuchsaufbaues [125]. Für Photoemissions-
messungen (PES) betrug die Gesamtauflösung des Systems zumindest 200 meV
FWHM (full width at half maximum). Bei NEXAFS wird die Energieauflösung
nur von der Strahlungsquelle bestimmt und ist daher noch höher. Sie war 100 meV
FWHM oder besser. Der Kammerdruck betrug während der Messung ∼ 10−10 Torr.
A.11 Kleinwinkelstreuung
Probenpräparation:
Die Proben wurden nach den in A.4 beschriebenen Prozeduren hergestellt, um
das Hydrolysegleichgewicht der Komplexspezies beizubehalten. Der Palladium-
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gehalt der 3mM Lösung beträgt nur 0.32 mg. Daher wurde im Anschluss eine
Aufkonzentration durch vorsichtige Zentrifugation bei 1000 g durchgeführt. Die
angestrebte Palladiumkonzentration betreffen diese Überlegungen:
Die Stärke des Streusignales ist proportional zu d · e−µ·d, worin d die Proben-
dicke und µ der Absorptionskoeffizient ist. Bei der optimalen Probendicke von
1 / µ ist das Streusignal maximal [87]. Da die Proben als wässrige Lösung vorlie-
gen, wurde in Kapillaren mit 1 mm Dicke gemessen. Dickere Kapillaren würden
bei Röntgenstrahlung eine zu starke Absorption durch das Lösungsmittel Wasser
bedeuten. Daraus ergibt sich die optimale Palladiumkonzentration in der Lösung.
Diese liegt bei Cu Kα-Strahlung bei 47 mg /ml. Derartig hohe Metallkonzentra-
tionen sind ohne starke Agglomeration nicht zu erreichen. Für die Messungen
wurden daher Lösungen mit einem Palladiumgehalt von ungefähr 5 mg /ml ver-
wendet.
Palladiumsalz und Protein wurden in der Regel derart eingesetzt, dass das
rechnerische Verhältnis zwischen den Massen des Metalles und Proteins niedriger
als 1.65 war. Dieser Wert ist zur Bildung von 8 Clustern pro Einheitszelle mit
3 nm Durchmesser bei 100 %igem Umsatz notwendig. Diese Maßnahme behindert
eine starke Agglomeration der Lösung bei Aufkonzentration.
SAXS-Messungen:
SAXS-Messungen wurden sowohl am Laborgerät des Institutes für Metallphysik
der Montanuniversität Leoben als auch am Instrument ID1 der European Syn-
chrotron Radiation Facility (ESRF) in Grenoble (Frankreich) durchgeführt.
Die Quelle des Laborgerätes ist eine Röntgenröhre mit Kupferanode (40 kV ,
40 mA). Der Monochromator besteht aus einem Paar Göbel-Spiegel mit zwei
Aperturen. Benutzt wird Cu Kα-Strahlung (λ = 0.154 nm), der Strahl hat an
der Probenposition einen Durchmesser von 200 µm. Der Abstand zwischen Probe
und Detektor betrug zwischen 20 und 60 cm und ist evakuiert.
Zusätzlich zu den Streukurven der Proben wurden jene des Lösungsmittels
gemessen. Dieses Signal wurde als Untergrund von den Streukurven der Probe
abgezogen, um allein den Streuanteil des Palladiums und des Proteins zu erhalten.
SANS-Messungen:
SANS-Untersuchungen wurden am Instrument D22 des Institute Laue-Langevin
(ILL) in Grenoble (Frankreich) durchgeführt. Dieses bietet einen hohen Neutro-
nenfluss und kann in einem großen Q-Bereich detektieren. Die Proben wurden in
1 mm starke Quarzküvetten gefüllt, um Mehrfachstreuung zu vermeiden.
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A.12 Präparation metallisierter S-Layer auf
Al2O3-Pulver
10 g γ-Al2O3-Pulver im Ausgangszustand werden mit 500ml Proteinlösung bei
30°C inkubiert. Die Lösung enthält 627 mg S-Layerprotein von Bacillus sphaeri-
cus in 50 mM Carbonatpuffer pH 9.0. Außerdem wird 1mM MgCl2 zugesetzt.
Die Lösung in einer Schraubflasche wird im Schüttelwasserbad bei 200 min−1
bewegt, um eine gute Durchmischung zu erreichen. Nach 48 h wird die Lösung
30 min ruhen gelassen, damit die Pulverpartikel sedimentieren. Der Überstand
wird verworfen und gegen 513 ml 3 mM K2[PtCl4]-Lösung ausgetauscht. Mit die-
ser wird das Pulver weitere 24 h geschüttelt. In dieser Zeit entfärbt sich der Über-
stand und das Pulver bekommt einen dunkelgrauen Farbton. Nach Abtrennen
des Überstandes werden 300 ml destilliertes Wasser und zur Reduktion 160ml
10 mM DMAB zugegeben. Nach einigen Stunden sind alle Pt(II)-Komplexe re-
duziert und das Pulver erscheint jetzt fast schwarz. Es wird zweimal gründlich mit
viel destilliertem Wasser gewaschen. Damit sollen lösliche Spezies, insbesondere
für Katalysatoren sehr nachteilige Chloride, entfernt werden. Schließlich wird das
metallisierte Pulver eine ausreichend lange Zeit bei 90°C getrocknet.
Die Herstellung der s-layerfreien Referenzprobe erfolgt analog, nur dass im
ersten Schritt anstatt der Proteinlösung 500 ml destilliertes Wasser verwendet
werden.
A.13 Präparation metallisierter S-Layer auf SiC-
Formkörpern
Der Ansatz aktivierter S-Layer wird hergestellt, indem 20mg S-Layerprotein von
Bacillus sphaericus mit 3 mM K2[PtCl4]-Lösung, equivalent 60mg Pt, 1 d inku-
biert werden.
Als Substrat werden poröse Formkörper aus Siliziumkarbid verwendet. Sie
sind kommerziell als SD033 von Fa. Ibiden (Japan) erhältlich. Ein 125∗16∗16 mm3
(∼ 24 g) Probenkörper wird mit destilliertem Wasser mehrfach gewaschen, um
Trennrückstände zu entfernen, und danach getrocknet. Die Wabenöffnungen an
beiden Enden werden alternierend (
’
Schachbrettmuster‘) mit Silikon verschlos-
sen, um die Wanddurchströmung zu erreichen. Danach wird ein Ende in den
Plexiglaskopf eingepasst und mit der Schlauchpumpe verbunden.
Zur Benetzung aller Poren wird das Substrat zunächst in Ethanol oder Pro-
panol eingetaucht und gepumpt. Danach wird das Lösungsmittel gegen Wasser
ausgetauscht und in mehreren Spülschritten vollständig entfernt.
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Jetzt wird damit begonnen, die aktivierten S-Layer durch den Wabenkörper zu
pumpen. Um Sedimentation zu verhindern, wird die Lösung magnetisch gerührt.
Stufenweise werden 35 ml 10 mM DMAB zugegeben und in Intervallen die Pump-
richtung geändert. Nach ungefähr 4 h ist die Lösung klar. Die Probe wird zum
Waschen zweimal in destilliertes Wasser umgesetzt. Nach einer Stunde kann das
Substrat bei 110°C getrocknet werden.
Die Präparation der Referenzproben ohne Protein erfolgt analog unter Ver-
wendung von reiner Platinsalzlösung. Hier entfärbt sich die Lösung schneller.
A.14 Experimentelle Untersuchung der
Oxidation von Kohlenwasserstoffen
Messungen im Mikroreaktor:
Das Hauptargument für die Verwendung dieser Messapparatur ist ihr geringer
Bedarf an Probenmaterial. Schon mit 50µg Platin als aktiver Komponente kann
die katalytische Oxidation von Butan gut verfolgt werden. Gewöhnlich wird die
Menge Katalysatorpulver so gewählt, dass der absolute Platingehalt ∼ 100 µg
beträgt.
3 bis 10 mg Katalysatorpulver werden durch Beimischung geringer Mengen
organischer Binder auf 6 ∗ 6 mm2 große Substrate aufgebracht. Die Substrate
sind mit durch einen Glasüberzug isolierten Platin-Heizstrukturen versehen und
dienen der definierten Erwärmung des Katalysators bei der Untersuchung chemi-
scher Vorgänge.
Der Chip mit der aufgebrachten aktiven Komponente wird von 5ml Gasge-
misch pro Minute überströmt. Das Reaktionsgas besteht aus 2000 ppm Butan
in Luft. Die Temperatur des Katalysators wird dann mit 4K/min auf bis zu
360°C erhöht, wobei der Reaktionsumsatz mit einem IR-Sensor für CO2 detek-
tiert wird. Gewöhnlich werden mehrere Temperaturrampen einer Probe gemessen,
um Veränderungen der Probe zu erfassen.
Messungen an Wabenkörpern:
Diese Messmethode ist so konzipiert, dass viele Parameter denen von Automo-
bilkatalysatoren entsprechen. Die katalytisch aktive Komponente wird auf einen
wabenförmigen Träger aufgebracht.
Zum einen wird platinhaltiges Al2O3-Pulver durch Schlickertauchen als wash
coat auf Cordierit-Körper aufgebracht. Die Einwaage des Katalysatormaterials
wird so angepaßt, dass die Platinkonzentration 2.5 g/l (70 g/ft3) bezogen auf das
Volumen des Wabenkörpers beträgt.
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In der zweiten Variante werden wabenförmige, porösen Siliziumkarbidkörper
direkt mit metallisierten S-Layern beschichtet.
Die Proben werden vor der Messung bei 500°C 1 h an Luft kalziniert. Zur Mes-
sung werden die Wabenkörper in einen Ofen gebracht und vom Reaktionsgemisch
durchströmt. Pro Stunde durchströmt die Probe ein Gasvolumen, das dem 30000-
fachen des Probenvolumens entspricht. Das Gasgemisch enthält 500 ppm Propen,
10 V ol% O2, 10 V ol% H2O und der Rest ist N2. Der Reaktionsablauf wird durch
Detektion von CO2 im ausströmenden Gas verfolgt. Der Temperaturanstieg be-
ziehungsweise -abfall beträgt 2 K/min. Von jeder Probe werden mehrere Zyklen
gemessen, um Veränderungen der Probe zu erfassen.
A.15 Kalorimetrische Bestimmung der
katalytischen Aktivität bei der Oxidation
von Kohlenmonoxid
Die Messungen wurden an einer DCS 111 der Fa. Setaram (Frankreich) durch-
geführt. Dazu werden ca. 4 mg Katalysatorpulver auf eine Glasfritte im Quarzrohr
des Probenkanals geschüttet. Sauerstoff und CO als Analytgas werden während
der Messung durch mass flow controller dosiert, so dass der Gesamtstrom 5ml/min
und der CO-Anteil 5 V ol% beträgt. Das Gasgemisch durchströmt zunächst den
vertikal angeordneten Probenkanal mit dem Katalysator und danach ein leeres
Quarzrohr im Referenzkanal. Die generierte Wärmeleistung wird durch länge-
re Haltestufen an Temperaturpunkten isotherm ermittelt. Dabei wird von der
höchsten zur niedrigsten Temperatur vorgegangen. Messungen sind bis zu einer
Temperatur von 650°C möglich.
Als Umsatz wird das Verhältnis zwischen gemessener zu theoretischer Wärme-
leistung angegeben. Berechnungsgrundlage für die theoretische Wärmeleistung ist
die Reaktionswärme der eingesetzten Menge CO pro Zeiteinheit. Die Standard-
reaktionsenthalpie für die Oxidation von CO mit 1
2
O2 beträgt −283 kJ/mol bei
293 K.
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